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RESUMO

O Enterococcus faecalis, & uma bactéria facultativa que se encontra presente em
canais infectados, provocando infeccdes de dificil tratamento. E considerado um
patégeno predominante para infec¢bes periapicais persistentes e tem como uma de suas
principais caracteristicas a capacidade de formar biofilme. Além disso e de seus fatores
de viruléncia aumentados, o E. faecalis apresenta um aumento da capacidade de aderéncia
e aumento da resisténcia aos antimicrobianos. Os bacteriéfagos ou fagos sdo um conjunto
de virus capazes de destruir bactérias especificas causadoras de doencas, invadindo
células bacterianas, interrompendo seu metabolismo e causando lise celular.
Anteriormente a descoberta e uso de antibidticos, a terapia por fagos era alternativa as
infeccOes presentes. Este trabalho tem por objetivo estabelecer o potencial do uso de
bacteridéfagos no combate a infec¢des endodbnticas associadas a E. faecalis como auxiliar
de desinfeccdo do sistema de canais radiculares e sistemas de tubulos dentinarios.
Através de estudo piloto realizado em dentes humanos unirradiculares, seguida de
visualizagdo do biofilme por bioluminescéncia e pela Microscopia eletronica de varredura
(MEV), embasado na literatura existente. Os resultados mostraram-se eficazes frente ao
uso de bacteridfagos e bioluminescéncia em relacdo ao E. faecalis, sendo possivel notar
uma reducdo significativa das bactérias presentes no interior do canal radicular. Este
estudo nos permitiu delinear uma alternativa de acdo frente ao biofilme endodéntico,
complementar a acdo de antimicrobianos, buscando entender melhor o funcionamento do

biofilme endoddntico, dos fagos e suas aplicacdes na endodontia.

Palavras-Chave: Bacteri6fagos, Enterococcus faecalis, Endodontia, biofilme.



ABSTRACT

Enterococcus faecalis, is a facultative bacterium that is present in necrotic root canals,
causing infections that are difficult to treat. It is considered a predominant pathogen for
persistent periapical infections and one of its main characteristics is the ability to form
biofilm. In addition to that and its increased virulence factors, E. faecalis has an increased
adherence capacity and increased resistance to antimicrobials. Bacteriophages or phages
are a set of viruses capable of destroying specific disease-causing bacteria, invading
bacterial cells, interrupting their metabolism and causing cell lysis. Previously to the
discovery and use of antibiotics, phage therapy was an alternative to fight infections. The
aim of this work is to establish the potential of bacteriophage use to combat endodontic
infections associated with E. faecalis as an aid to disinfect the root canal system and
dentinal tubule systems. The literature review was supplemented by a pilot study with
uniradicular human teeth, followed by biofilm visualization through bioluminescence and
scanning electron microscopy (SEM). The results suggested that the use of
bacteriophages and bioluminescence may be effective against E. faecalis, being possible
to notice a significant bacterial reduction present inside the root canal. This study allowed
us to outline an alternative action against endodontics biofilm, complementary to the
antimicrobials action, seeking to better understand the functioning of endodontics

biofilm, phages and their applications in endodontics.

Keywords: bacteriophages, Enterococcus faecalis, Endodontics, biofilms.



FIGURAS

Figure 1 — In an E. faecalis biofilm, Qubit fluorophore and ReVeal (Design for
Visions, New York, USA) using 400 nm UV light, root canal before (a) and after (b)
phage therapy. (Images provided by the authors from a pilot
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Figure 2 — Scanning Electron Microscopy (SEM 20.000x) of E. faecalis biofilm,
canal before (a) and after (b) phage therapy. Note that structure of bacteria is totally
modified or destroyed by phages. (Images provided by the authors from a pilot
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Figura 3 - Amostras nos microtubos, envoltos por micropore com inser¢éo de
meio cultura por orificio
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Figura 4 - Disposicao das amostras em caixa de
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pm — Micrémetro
BHI — Brain heart infusion (agar cérebro coracédo)
CEP-UFRGS - Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul
COMPESQ - Comité de Pesquisa do ICBS da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul
DNA - &cido desoxirribonucleico
dpi - Dots per inch (Pontos por Polegada)
E. faecalis — Enterococcus faecalis
EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic acid)
FIB SEM - Microscopia eletrdnica de varredura de feixe de ions focalizados
ICBS — Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude
ICTV - Comité Internacional de Taxonomia de Virus
MA - Acido maleico
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MEV- Microscopia eletrdnica de varredura
mL — Mililitro (unidade de medida)
MRSA — Multirresistente a Staphylococcus aureus (Multi-resistant to Staphylococcus
aureus)
NAOCL - Hipoclorito de sédio
Nm — nandmetro
PCD - Programmed cell death (morte celular programada)
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URSS - Unido das Republicas Socialistas Soviéticas

US$ - Moeda /dolar americano

VRE — Vancomicina

XDR - extremamente resistente a drogas (extremely drug resistant)

14



APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado contém como estrutura principal um artigo cientifico
que esta formatado nas normas do Frontiers in Microbiology. Por esse motivo, o artigo
se encontra de acordo com as normas estabelecidas pela revista citada.

Apresenta também como parte de sua estrutura um Projeto Piloto. Este estudo foi
aprovado na Comissdo de Pesquisa Comissdo de Pesquisa do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (COMPESQ)
sob numero 34070 (Anexo 1).
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1. INTRODUCAO

Um dos principais objetivos do tratamento endodontico é a limpeza e desinfec¢éo
do sistema de canais radiculares (KAKEHASHI et al., 1965; MOLLER etal., 1981), além
da reducdo do numero de bactérias presentes no canal radicular impossibilitando que
novos microrganismos colonizem a regiédo periapical, viabilizando o reparo (NAIR et al.,
2006).

O acesso limitado dos instrumentos endodénticos, das soluc@es irrigadoras, e a
presenca de complexidades anatdmicas favorecem a permanéncia de microrganismos que
se organizam na forma de biofilme (NAIR et al., 2006).

A doenca endododntica é uma infeccdo na qual o mediador € o biofilme (RICUCCI
etal.,2010), onde temos as bactérias como os principais agentes causadores de inflamacéo
pulpar e periapical (KAKEHASHI et al., 1965).

Para promover a reducdo bacteriana é necessario desorganizar esta estrutura por
meios mecanicos, deixando as bactérias mais vulneraveis a acdo quimica dos agentes
antimicrobianos (SIQUEIRA et al., 2009). O desbridamento do sistema de canais
radiculares € necessario para que ocorra a reducdo bacteriana, deixando estas mais
suscetiveis a acdo dos agentes antimicrobianos.

Quando realizamos um tratamento de canal temos como objetivo eliminar as
bactérias que ali estdo presentes, bem como prevenir e evitar uma recontaminacao
(BYSTROM; SUNDQVIST, 1981). A taxa de sucesso de um tratamento endoddntico é
maior ap6s a instrumentacdo quimico-mecanica quando os dentes apresentam-se livres
de bactérias (BYSTROM et al., 1987, SJOGREN et al., 1997).

Ricucci e colaboradores (2010) afirmaram que as bactérias se encontram presentes
no formato de biofilme, apresentando-se aderidas as paredes dos canais radiculares e no
interior dos tabulos dentinérios.

As vezes uma infeccdo é resistente durante o tratamento convencional, um
possivel motivo para que isso ocorra pode estar correlacionado com bactérias que
invadiram os tabulos dentinarios (HAAPASALO, ORSTAVIK, 1987).

Os organismos inseridos nos biofilmes possuem uma taxa metabolica baixa,
vivendo em um ambiente competitivo e por isso tendem a ser resistentes a substancias
antimicrobianas (CLEGG et al., 2006).

No tratamento endoddntico utilizamos repetidamente e alternadamente agentes

antimicrobianos. Desta forma, as células podem criar condic¢des que as fagcam se adaptar
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gerando uma resposta a esse estresse, aumentando sua sobrevivéncia (EVANS et al.,
2001).

As superficies que compbem a cavidade oral sdo revestidas por inumeras
bactérias, que determinam o biofilme bacteriano (AAS et al., 2005). A adesdo bacteriana
se tornou uma area de grande importancia na pesquisa de doencas infecciosas
(GIBBONS, 1989).

O E. faecalis apresenta como uma de suas principais caracteristicas a capacidade
de formar biofilme (AFKHAMI et al., 2015; WILSON et al., 2015), e para atingir o
sucesso do tratamento endoddntico é de grande importancia a sua remocéo (BUKHARY,
BALTO, 2017). A remocdo do biofilme é dificil j& que eles sdo fontes de muitas
infeccbes. Desta forma, os bacteriéfagos que sdo virus que tem a capacidade de destruir
bactérias especificas causadoras de doenca, entram neste contexto como alternativa ao

combate dos biofilmes endodonticos.

1.1 Biofilmes bacterianos

Os biofilmes apresentam como componentes primarios proteinas extracelulares e
polissacarideos os quais apresentam papel fundamental para que a sobrevivéncia celular,
a persisténcia microbiana e a interacdo celular ocorram. Além disso, eles protegem as
bactérias de agentes antimicrobianos, estresse ambiental, tornando-as de 10 a 1000 vezes
mais resistentes (KUMAR et al., 2019).

Os biofilmes estdo envolvidos em uma matriz polimérica extracelular que
favorece a resisténcia a muitos medicamentos e solu¢des quimicas irrigantes, assim
podemos considera-los como estruturas organizadas (BASMACI et al., 2013; DASILVA
et al.,2013; HALL-STOODLEY et al., 2004; WILSON et al., 2015). S&o considerados
organizagOes complexas de um conjunto de microrganismos no interior de uma matriz
extracelular espessa, encontrados em superficies solidas, tecidos, e responsaveis por
inimeras doencas crénicas (ALEMAYEHU et al., 2012).

Sabe-se que a erradicacdo do biofilme ¢é dificil, e que eles também s&o fontes de
muitas infeccOes recalcitrantes. Conforme Lewis (2001) um biofilme é uma populagéo de
células que apresenta crescimento em uma superficie e esta inserida em uma matriz de
exopolissacarideo.

Nair em 1987, foi o primeiro a estabelecer uma relagdo causa-efeito entre as

estruturas de biofilme em canais radiculares infectados. Ele examinou o contetdo do
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canal radicular de 31 dentes com o auxilio de Microscopia eletronica de transmissédo
(TEM), os espacos bacterianos foram preenchidos por material amorfo e recebeu a
interpretagdo de uma matriz extracelular de origem bacteriana. Ainda neste mesmo
estudo, a parede de dentina do canal radicular, apresentava-se recoberta por agregados
bacterianos sob a forma de biofilme visiveis ao nivel de microscopia eletrénica, em que
muitos tipos bacterianos puderam ser observados. As formas filamentosas costumavam
aderir-se de forma perpendicular a parede dentinaria, assim como as formas cocoides que
aparentavam formar cadeias de células orientadas na mesma direcdo. Quase que
raramente a camada bacteriana sob a forma de biofilme apresentava espessura o suficiente
para ser vista com o microscopio de luz, assemelhando-se a uma estrutura em palicada
(NAIR, 1987).

A resisténcia microbiana é a capacidade de um microrganismo crescer na presenca
de um nivel elevado de um antimicrobiano (LEWIS, 2001). A resisténcia referida por
Lewis (2001) se da em relacdo ao aumento resisténcia celular. E é neste contexto que 0s
biofilmes se destacam, eles dificilmente sdo erradicados por antimicrobianos. A
capacidade de inibicdo do crescimento dos biofilmes por parte dos antimicrobianos
mostra que eles sdo capazes de agir normalmente contra seus alvos e de se disseminarem
através do proprio biofilme. Ainda ha poucos estudos os quais se referem a difusdo de
antimicrobianos através de biofilmes (LEWIS, 2001).

Os principais fatores de insucesso que podemos considerar para explicar a
resisténcia dos biofilmes sdo: a penetracdo restrita de antimicrobianos no proprio
biofilme, expressdo de possiveis genes de resisténcia e reducdo da taxa de crescimento
(LEWIS, 2001). O exopolimero de biofilme protege as células fisicamente dos
componentes do sistema imunolégico (HOYLE et al., 1990; VON EIFF et al., 1990).

Agregagfes de  microrganismos em  biofilmes podem  apresentar
desencadeamentos clinicos diversos, principalmente em relacdo ao tratamento,
independentemente de estarem presentes dentro dos canais radiculares ou na superficie
externa da raiz (SVENSATER et al., 2004).

A persisténcia da doenca nos tecidos periapicais estd mais correlacionada as
dificuldades ou deformacgfes que ocorrem durante ou apds o tratamento endodontico
inicial. Porém, acredita-se que a principal causa da doenca pos-tratamento endodontico é
a permanéncia dos microrganismos na regido apical do canal radicular em dentes
obturados (PECIULIENE et al, 2008).
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A permanéncia dos microrganismos se da principalmente por: controle asséptico
inadequado, desenho de cavidade de acesso deficiente, canais ndo localizados,
instrumentacdo inadequada e infiltracdo de restauracfes temporarias ou definitivas
(PECIULIENE et al, 2008).

As infeccdes endodonticas podem ser classificadas conforme a sua localizagédo
anatdmica, por exemplo, infeccéo intra-radicular ou extraradicular, e também conforme
o tipo de infec¢do, se priméria, secundaria ou persistente. Os principais microrganismos
encontrados nas infec¢cBes endododnticas sdo as bactérias, mesmo que eventualmente
outros microrganismos tenham sido encontrados esporadicamente, como: fungos,
arquéias e virus (SIQUEIRA, ROCAS, 2019).

Na infeccdo priméria do canal radicular as espécies bacterianas dominantes séo
diferentes dependendo do estagio desse processo dindmico (Peciuliene et al, 2008), sendo
provocada por microrganismos que invadem inicialmente o tecido pulpar necrético e o
colonizam. Inimeros grupos bacterianos Gram-negativos e Gram-positivos foram
identificados nas infecces primarias (SIQUEIRA, ROCAS, 2009).

As bactérias Gram-negativas anaerobias sdo 0s microrganismos mais comuns
presentes em infeccBes primarias, muitos bastonetes Gram-positivos também sdo
frequentemente presentes no consércio microbiano endodéntico (Siqueira JF & Régas,
2009). Bactérias estritamente anaerobicas sdo tipicas da periodontite apical primaria,
juntamente com alguns anaerébios facultativos, como é o caso dos estreptococos
(PECIULIENE et al., 2001).

Os taxons mais freqientemente identificados em infec¢bes primarias sdo as
espécies de Prevotella, principalmente P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, P.
baroniae e P. denticola, (SIQUEIRA, ROCAS, 2009).

A infeccdo secundaria é ocasionada por microrganismos que nao estavam
presentes na infeccdo primaria, e em algum momento foram introduzidos no canal
radicular, apos a intervencao profissional (SIQUEIRA, 2002). O E. faecalis € considerado
a principal espécie presente na periodontite apical secundaria e a espécie mais
frequentemente isolada (MOLANDER et al. 1998, SUNDQVIST et al. 1998).

J& uma infeccdo persistente tem como causa: microrganismos membros de uma
infeccdo primaria ou secundaria que resistiram de alguma forma aos procedimentos
antimicrobianos intracanal, e resistiram a privacdo de nutrientes nos canais tratados
(SIQUEIRA, 2002).
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O ambiente existente no canal obturado € exigente, portanto, apenas
microrganismos que consigam se adaptar a estas condi¢des tém a chance de se estabelecer
no canal obturado (PECIULIENE et al., 2001).

Em infecgBes persistentes, o isolamento de bactérias e o teste de sensibilidade a
agentes antimicrobianos podem ser uteis para o clinico, ajudando-o na escolha do
tratamento adequado (HAAPSALO et al., 1983).

O conhecimento a respeito dos principais patogenos endodonticos e suas
implicacdes na patogénese das doencas perirradiculares permite que subsidios sejam
fornecidos para desenvolver estratégias antimicrobianas que sejam eficazes no tratamento

de infeccBes endoddnticas primarias, persistentes ou secundarias (ROCAS et al., 2004).

1.2 Enterococcus faecalis

As espécies que pertencem ao género Enterococcus sdo capazes de colonizar o
trato geniturinario e a cavidade oral, também sdo encontrados em muitos ambientes
(ROCAS et al., 2004), como no trato gastrointestinal de humanos, de outros mamiferos e
em aves, répteis, insetos, plantas, 4gua e solo (ROCAS et al., 2004; LOWDE et al., 2014).

O E. faecalis usualmente é localizado na microbiota gastrointestinal humana e
animal, e possuem a capacidade de sobreviver em ambientes e superficies por extensos
periodos de tempo (LOWDE et al., 2014).

O género Enterococcus é composto por cocos Gram positivos (ROCAS et al.,
2004; MOLANDER et al. 1998, SUNDQVIST et al. 1998), com forma esférica que nédo
forma esporos, fermentativo e facultativamente anaerébio (ROCAS et al., 2004). O E.
faecalis pode ser considerado como a espécie que apresenta maior resisténcia ao preparo
quimico-mecénico e a medicacao intracanal (PECIULIENE et al, 2008).

O E. faecalis é a espécie mais comumente isolada ou detectada nas infec¢des orais,
dentro das espécies de Enterococcus (RAMS et al., 1992). A prevaléncia de enterococos
nas infecgbes endodonticas primarias (SUNDQVIST et al., 1989) e em infeccBes
persistentes (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998) foi relatada quase que
exclusivamente através estudos usando cultivo (ROCAS et al., 2004).

O E. faecalis tem sido mais frequentemente isolado ou detectado em casos de falha
da terapia endodontica (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al.,, 1998;
PECIULIENE et al., 2001), e é encontrado ocasionalmente nos casos de infec¢Bes
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endodbnticas  primarias (SUNDQVIST et al, 1989; BAUMGARTNER,
FALKLER,1991; LANA et al., 2001).

A persisténcia de E. faecalis no interior de canais radiculares mesmo apds o
tratamento endoddntico esta associada a sua habilidade de formacéao de biofilme e a sua
viruléncia (DONLAN et al., 2002; HARMSEN et al., 2015; JENKINSON et al.,2001),
inclusive e dificil conseguir erradicar o E. faecalis de um canal infectado, sendo este um
problema significativo durante o tratamento de canal (EVANS et al., 2001).

Conforme cita Nacif e colaboradores (2010), o E. faecalis € uma espécie
microbiana que apresenta sucesso na colonizacdo do sistema de canais radiculares, ele
também possui capacidade de tolerar e adaptar-se a situacfes ambientais que outras
espécies ndao possuem.

Com excelente capacidade adaptativa e se mantendo em condic¢des adversas no
microambiente, o E. faecalis se encontra presente em 90% dos casos de infeccdo
persistente (LACERDA et al., 2016).

O E. faecalis apresenta também fatores de viruléncia que podem ser o motivo de
sua sobrevivéncia em ambientes hostis dentro do sistema de canais radiculares: fatores
secretados, adesinas, estruturas superficiais como polissacarideo capsular e a resisténcia
a antibioticos (PECIULIENE et al, 2008) e que podem estar envolvidos na causa da
doenca (JETT et al., 1994). Esses fatores de viruléncia incluem citolisina (litica em
relacdo as células de mamiferos selecionadas), acido lipoteicdico (envolvido na adesdo
as superficies do hospedeiro; estimula a producdo de citocinas pelos mondcitos),
substancia de agregacdo (envolvida na ligacdo a leucOcitos e matriz extracelular
conectiva), feromonios (pequenos peptideos lineares envolvidos em transferéncia de
plasmideos e quimio atraente para neutréfilos) e enzimas liticas, como gelatinase e
hialuronidase (que podem estar envolvidas no dano ao tecido) (JETT et al., 1994).

Para que um determinado microrganismo possa sobreviver em um canal radicular
obturado, este microrganismo deve suportar periodos de inanigéo e apresentar resisténcia
aos procedimentos intracanais de desinfeccdo (ROCAS et al., 2004). O E.faecalis € a
espécie bacteriana encontrada em maior frequéncia em dentes tratados endodonticamente
capaz de sobreviver nessas condic¢des de inanicacdo (GAO et al., 2016).

O E. faecalis apresenta resisténcia frente a acdo do hidroxido de célcio
(SUNDQVIST et al., 1998; EVANS et al., 2002; BYSTROM et al. 1985, HAAPASALO,
@RSTAVIK 1987), que é um medicamento intracanal habitualmente utilizado no
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tratamento endoddntico. Essa sua capacidade de resisténcia a altos niveis de pH parece
estar relacionada a uma bomba de prétons em funcionamento, a qual impulsiona prétons
na célula acidificando o citoplasma (EVANS et al., 2002), permitindo que o E. faecalis,
adapte-se a varidveis condi¢cGes ambientais (JETT et al., 1994).

Além de formar biofilme e de fatores de viruléncia aumentados, o E. faecalis
apresenta um aumento da capacidade de aderéncia e aumento da resisténcia aos
antimicrobianos (STEWART et al., 2001; ABDULLAH et al., 2005), ele também
consegue penetrar no interior dos tubulos dentinarios, adquirindo protecéo fisica frente a
acao do preparo quimico-mecanico e a curativos intracanal (DISTEL et al., 2002; LOVE
2001).

1.3 Bacteriofagos

Bacteriofagos ou fagos sdao um conjunto de virus capazes de destruir bactérias
especificas causadoras de doencas, invadindo células bacterianas, interrompendo seu
metabolismo e causando lise (KHALIFA et al., 2016).

Bacteriofagos ou “fagos” sdo os virus que infectam bactérias e usam seus recursos
bacterianos. A palavra “bacteriéfago” em si significa: comer bactérias. E assim conhecida
porque bacteriéfagos virulentos podem levar a lise competitiva de uma cultura bacteriana
suscetivel ( WOMMACK et al., 2000).

Em 1915 os bacteri6fagos foram descobertos por Frederick Twort, porém, a era
do bacteriéfago, sé comecou a partir do momento em que ocorreu a publicacdo seminal
de Félix d'Hérelle em 1917, através do titulo “un bactériophage obligatoire” (ADEBON,
2011).

Os fagos assim como as bactérias, sdo extremamente comuns nos ambientes
naturais e estdo diretamente relacionados ao nimero de bactérias presentes. Com uma
estimativa de 1.032 bacteriofagos no planeta, eles representam as formas de 'vida' mais
abundantes na Terra (WOMMACK et al., 2000). Os bacteriéfagos foram descobertos ha
mais de um século (ORLOVA, 2012) e eles apresentam especificidade em seu espectro
de atividade (HANLON, 2007).

Os virus ndo apresentam metabolismo, ndo apresentam meios de locomogdo e sdo
particulas sem vida. Eles servem como portadores de seu proprio genoma durante a
disseminacéo célula a célula e transmissdo organismo a organismo. Sao estruturas que

protegem o genoma (RNA ou DNA) no decorrer do transito e o entregam ao citosol ou
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ao nucleo de novas células hospedeiras, normalmente junto com proteinas acessorias
(COSSART et al., 2014). Nos dias de hoje conforme Ackermann (2003), o ICTV
classifica os virus em trés ordens, 61 familias e 241 géneros.

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios. Eles necessitam transportar seu
genoma para o citosol ou ndcleo das células infectadas para que possam se multiplicar e
assim gerar progénie. Enquanto as bactérias e os parasitas eucarioticos possuem outras
opcoes, e na sua maioria podem se replicar por conta propria (COSSART et al., 2014).

Muitas das doencas disseminadas e devastadoras que acometem humanos e
animais tem como causa virus e bactérias, que entram nas células para replicacdo
(COSSART et al., 2014). Os virus sdo particulas infecciosas muito pequenas e que nao
sdo possiveis de se serem vistos em um microscopio de luz. Cada virus vai infectar um
certo tipo de célula, a qual chamamos de célula hospedeira. A doenga viral tem como
principal caracteristica a lise celular, que é quando uma célula se rompe e
subsequentemente morre (ORLOVA, 2012).

Os virus se fazem presentes de inumeras formas e infectam praticamente todos o0s
sistemas vivos: desde animais, a plantas, insetos e bactérias. Todos os virus apresentam
um genoma, geralmente apenas um tipo de acido nucleico, mas também pode ser uma ou
varias moléculas de DNA ou RNA, envolto por um capsideo (revestimento protetor
estavel) e ainda, as vezes, por camadas adicionais que podem ser muito complexas e
conter carboidratos, lipidios e proteinas adicionais (ORLOVA, 2012).

Os bacteriofagos serviram primeiramente como agentes terapéuticos sob uma
gama de nomes comerciais diferentes (Bacte - intesti - fagos, Bacte - pio - fagos, Bacte -
coli - fagos, Bacte - rino - fagos e Bacte -Staphy - phage) 1sS0 durante a primeira parte do
século XX (ABEDON et al., 2011). Os fagos desempenham papéis de grande importancia
para o controle e evolugédo das populagdes bacterianas (STERN et al., 2011).

Mesmo tendo sido descobertos ha mais de um século (ORLOVA, 2012), os
bacteriéfagos foram reconhecidos em 1915, por apresentarem potencial para o controle
de doencas bacterianas (HARPER et al, 2014), e tém sido usados rotineiramente na
Europa Oriental para tratar uma variedade de infeccdes (NAKONIECZNA et al., 2015).
Os bacteriofagos sdo virus que infectam apenas bactérias (HARPER et al, 2014).

Morfologicamente os fagos apresentam-se diversos (ACKERMANN, 2005).
Cada virion tem uma cabeca (capsideo) poliédrica (ORLOVA, 2012) predominantemente
icosaédrica, que contém o genoma do virus (ACKERMANN, 2005; ORLOVA, 2012).
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As cabecas dos fagos sdo compostas por inimeras copias de uma ou varias proteinas
diferentes e apresentam uma organizacao muito estavel (ORLOVA, 2012).

Por meio de um conector que serve como um adaptador, a cauda de bacteriofago
é ligada ao capsideo. O conector entre eles é um heterooligbmero composto por
numerosas proteinas (LURZ et al., 2001).

Estruturalmente as caracteristicas basicas dos bacteriofagos sao revestimentos (ou
capsideos) que tem como fungdo proteger o genoma escondido dentro de um capsideo e
estruturas adicionais que fornecem interface com uma membrana bacteriana para a
liberacdo do genoma (ORLOVA, 2012).

A cauda e suas estruturas sdo indispensaveis, porque garantem a entrada do acido
nucleico viral na bactéria hospedeira. A cauda atua como um transmissor de sinal e como
um duto através do qual o DNA é transportado a célula hospedeira durante a infecgdo
(ORLOVA, 2012).

As caudas podem ser curtas ou longas, as longas podem ser contrateis ou ndo
(ORLOVA, 2012; THURBER, 2009), estdo conectadas ao capsideo através de um
pescoco curto (ACKERMANN, 2005). Na porcao caudal final da maioria dos fagos vérias
fibras se estendem a partir de uma placa base para reconhecerem os receptores que 0s
levam a fixacdo na célula hospedeira (ACKERMANN, 2005; HARPER et al, 2014). Pili,
flagelo ou parede celular sdo os locais de fixacdo dos bacteri6fagos (ACKERMANN,
2005).

Os bacteriéfagos com tais caudas pertencem a ordem Caudovirales caracterizada
por genomas de DNA e pela organizacdo geral comum das particulas de virus
caracterizada por um capsideo e uma cauda (HARPER et al, 2014; ORLOVA, 2012). Os
bacteridéfagos sem cauda podem ter genomas de DNA ou &cido ribonucleico (RNA), e
estes podem ser de fita simples ou dupla. A forma fisica desses fagos sem cauda é
altamente varidvel (HARPER et al, 2014).

Os fagos com cauda caracterizam a maior populacéo de bacteriéfagos. Sdo mais
faceis de encontrar e de purificar, e também eles séo a familia mais estudadas em relagéo
aos bacteriofagos, tanto bioquimicamente quanto estruturalmente (ORLOVA, 2012). Os
fagos caudais sdo divididos em trés familias: A - Myoviridae com caudas contrateis
consistindo em uma bainha e um tubo central (25% dos fagos com cauda); B -
Siphoviridae, caudas longas ndo contrateis (61%); C- Podoviridae, cauda curta (14%)
(ORLOVA, 2012; LEIMAN et al., 2010; ACKERMANN, 2009).
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Para que o processo de replicacdo ocorra, 0s bacteriéfagos necessitam de uma
célula hospedeira. O espectro de atividade dos bacteriofagos € estreito e a maioria pode
infectar apenas uma Unica espécie, ou apenas cepas particulares dessa espécie, em alguns
casos isso pode conferir vantagens e desvantagens aos fagos (HANLON, 2012).

A explicacdo mais simples da replicacdo de bacteriofagos se resume em dois
ciclos ou estilo de vida, litico e lisogénico (temperado) (GOLAIS Et al., 2013; DRULIS-
KAWA et al., 2012; SONG 2020, CHOPIN et al., 2001 ; KNOWLES et al., 2016).
Quando um bacteriéfago encontra seu hospedeiro bacteriano, ele se liga por meio dos
receptores nas fibras da cauda aos receptores da célula hospedeira, que podem incluir
proteina, oligossacarideo, &cido teicoico, peptidoglicano ou lipopolissacarideo (LENSKI,
1988). Inicialmente essa ligacédo é reversivel, em seguida torna-se irreversivel quando o
fago injeta seu DNA na célula hospedeira (HANLON, 2012).

Os fagos liticos se replicam nas células bacterianas e se espalham matando as
células. Fagos temperados podem se replicar e se espalhar integrando suas informacdes
genéticas ao genoma bacteriano (TINOCO, 2017).

O ciclo litico, ou também conhecidos como virulentos, apresentam taxas de
replicacdo altas, fazendo com que ocorra um acimulo de virus e proteinas, ocasionando
a lise bacteriana seguida da liberacao dos bacteriofagos (MAURICE et al., 2013).

Ainda no ciclo litico dos bacteriéfagos o DNA injetado vai assumir a maquinaria
metabolica da célula hospedeira direcionando a bactéria & fabricagdo e montagem de
novos virus (HANLON, 2012). O bacterioéfago vai sintetizar uma enzima denominada
holina que degrada a membrana citoplasmatica, permitindo que as endolisinas promovam
a lise da parede celular. A célula hospedeira vai se romper liberando em média mais de
100 novos virions (HANLON, 2012).

A sintese de holina define 0 momento da liberacdo da progénie de fago. Os fagos
recém-liberados continuam infectando células bacterianas hospedeiras suscetiveis até que
todas as bactérias tenham sido mortas (HANLON, 2007). O tempo entre a ligacéo inicial
do fago e a lise da célula com a liberacdo resultante da progénie do fago é conhecido
como periodo latente. Esse periodo de laténcia do fago pode ocorrer da ordem de 20-30
minutos e o processo de replicagdo do fago é muito rapido (HANLON, 2012).

No ciclo lisogénico o que ocorre é a incorporacdo do DNA injetado no genoma da
ceélula hospedeira ou ele vai existir dentro da célula como um plasmideo. A célula

bacteriana continua desempenhando suas fungdes normais, até mesmo a replicacdo,
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momento em que o genoma viral (conhecido como profago) também sera replicado. Desta
forma, todas as celulas-filhas também véo apresentar o material genético que constitui o
profago (HANLON, 2012).

Quando no ciclo lisogénico podem ser encontrados no estado latente, tendo o
material genético integrado ao da célula hospedeira. No ciclo litico o fago fara uso do
arsenal bacteriano com objetivo de produzir material genético e proteinas resultando em
novos fagos (MANN, 2005; WEBBER-DABROWSKA et al., 2000).

Endolisinas (ou lisinas) sdo enzimas altamente evoluidas produzidas por
bacteriofagos cuja funcéo é digerir a parede celular bacteriana para a liberacdo da
progénie do fago. Apds a replicacao dentro de seu hospedeiro bacteriano, o bacteriéfago
precisa sair da bactéria para disseminar seu fago progénie. Os fagos de DNA de fita dupla
desenvolveram um sistema litico para enfraquecer a parede celular bacteriana, levando a
lise bacteriana (FISCHETTI, 2010).

As endolisinas sdo produzidas no final do ciclo de vida do fago litico, acumuladas
no citoplasma da célula hospedeira até serem ativadas, liberando o fago da progénie pela
clivagem de ligag0Oes de peptidoglicano (FISCHETTI, 2010). Estas enzimas apresentam
uma estrutura globular ou modular ( WALMAGH et al., 2013).

As lisinas apresentam especificidade que baixa a chance de resisténcia bacteriana,
e sua capacidade de matar patdgenos colonizadores nas superficies mucosas, uma
capacidade que antes ndo estava disponivel, as fazem anti-infecciosos ideais
(FISCHETT]I, 2010), em uma época gque nos deparamos com a alta resisténcia bacteriana.

A interacdo entre lisina com a membrana externa das bactérias Gram-negativas
fica impedida, enquanto a interacdo entre lisinas e bactérias Gram-positivas ocorrem,
porque as lisinas sdo capazes de entrar em contato direto com os carboidratos e
peptidoglicanos da parede celular quando adicionadas externamente (FISCHETT], 2010).

A particula viral carrega apenas a informacao genética necessaria para que ocorra
a replicacdo de seu acido nucléico e sintese das proteinas necessarias para sua reproducao
(ALBERTS et al., 1989). Com a auséncia de células hospedeiras vivas, 0s virus ndo terdo
capacidade de produzir sua progénie (ORLOVA, 2012) sozinhos.

Os bacteriéfagos ndo apresentam organelas e citoplasma, sendo dependentes das
células hospedeiras para poder se multiplicar. Os bacteriéfagos no ciclo litico de
replicacdo levam a liberacdo de inimeras copias de fago, atraves da lise celular, e que
irdo infectar outras bactérias (VISPO, PUCHADES 2001).
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A liberacdo de fagos novos se da na etapa litica final, através de um sistema de
lise dupla onde o peptidioglicano é hidrolisado através de autolisinas que irdo acometer a
porcdo da parede celular enquanto a membrana citoplasmatica vai sendo destruida por
holinas (ACKERMANN, 1999). Em torno de 1000 novos fagos séo liberados para

infectar novas células neste momento (HANLON, 2007).

1.4 Bacteridfagos versus Antibidticos

Associado ao tratamento endodéntico os antibidticos também podem ser
explorados de inimeras formas: de forma local, sisttémica e profilatica. Localmente ou
intracanal podem ser usados no formato medicamentoso (ABBOTT et al., 1990).

Sistemicamente indicados a pacientes que apresentem sinais locais de infecgéo,
temperatura corporea alta e mal-estar. O seu uso indiscriminado ndo é encorajado. Para
que os medicamentos antibio6ticos continuem sendo eficazes em situacfes mais graves o
uso de medicamentos de espectro amplo deve ser limitado (ABBOTT et al., 1990).

O numero crescente de patdgenos resistentes a antibidticos associado ao fato de
termos opcOes cada vez mais escassas de antibidticos para o tratamento de pacientes, fez
com que muitos pesquisadores buscassem métodos alternativos para o controle de
infeccdes, buscando respostas e alternativas na terapia fagica (MARKS et al., 2000).

No final do século 19 os efeitos dos bacteriéfagos foram notados pela primeira
vez. Hankin percebeu que as aguas dos rios Jumna e Ganges localizados na India,
apresentavam acdo antibacteriana. Twort prop6s a teoria de que tal atividade
antimicrobiana desempenhada pelos bacteri6fagos poderia ser devido a um virus, logo
apos d'Herelle prop6s a mesma tese (DUCKWORTH, 1976).

D'Herelle juntamente com cientistas da Gedrgia (ex-URSS) criaram um Instituto
para estudar o uso de bacteriofagos no tratamento de infec¢Ges bacterianas e suas
propriedades, isso uma década antes da descoberta da penicilina.

Métodos eficientes de producéo de penicilina foram desenvolvidos por Florey e
Chain baseado no trabalho realizado por Alexander Fleming no fim dos anos 1920. A
penicilina vista como resposta as infecgdes bacterianas mostrou-se eficaz no combate a
uma série de espécies bacterianas (STREPTOMYCIN IN TUBERCULOSIS TRIALS
COMMITTEE, 1948).

Embora a penicilina tenha sido descoberta em meados finais dos anos 20
(STREPTOMYCIN IN TUBERCULOSIS TRIALS COMMITTEE, 1948). No final do
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ano de 1930, os antibidticos foram descobertos. Os antibidticos foram téo eficientes e
quase extinguiram os estudos sobre o uso de fagos. As bactérias sofreram adaptacGes ao
longo do tempo, permitindo que elas se tornassem resistentes as drogas mais potentes
utilizadas na medicina moderna (ORLOVA, 2012).

O surgimento de patdgenos modificados, acabou levando a grandes problemas no
tratamento de pacientes em hospitais (COELHO et al., 2004; BURROWES et al., 2011).

Preparacgdes de bacteridfagos e seu uso tem sido observados como relativamente
livre de efeitos colaterais, embasados em ensaios clinicos e em trabalho relatado no Leste
Europeu (KUTTER et al., 2010; ABEDON et al., 2011), o que reforca positivamente o
Seu uso e sua pesquisa. Entretanto, mais dados de ensaios clinicos em humanos
regulamentados séo essenciais (BUCKLING et al., 2012).

As lisinas sdo especificas somente para as espécies (ou subespécies) de bactérias
das quais foram produzidas. Por exemplo, as enzimas produzidas pelo fago
pneumocdcico matam 0S pneumococos e as enzimas produzidas a partir do fago
estreptocécico matam certos estreptococos. As lisinas dos fagos sdo o culminar de
milhdes de anos de desenvolvimento pelo bacteriéfago em sua associacdo com as
bactérias (LOEFFLER et al., 2001; NELSON et al., 2001).

Na maioria dos casos, essas enzimas apresentam baixa atividade ou sdo dificeis
de produzir em grandes quantidades, e assim como os bacteriéfagos sdo especificas, ao
contrario dos antibiéticos, que apresentam amplo espectro e levam a morte de muitas
bactérias diferentes incluindo algumas bactérias benéficas (FISCHETTI, 2010).

Em relacdo a terapia antibidtica convencional os fagos e suas endolisinas
derivadas possibilitam muitas vantagens que variam desde sua abundancia no ambiente
até de seu alto grau de especificidade permitindo que qualquer resisténcia desenvolvida
seja superada, apenas mudando o fago (NAKONIECZNA et al., 2015).

Ao contrario do que ocorre com os antibiéticos, os fagos e suas lisinas a partir do
momento que iniciam uma resposta imune no paciente, diminuem sua eficiéncia e
aumentam a depuragdo do corpo (ELBREKI et al, 2014). Para tentar reduzir essa
resposta, as preparaces podem ser combinadas com excipientes adicionais que podem
mascarar 0 fago ou endolisina do sistema imunolégico, como o polietilenoglicol
(FENTON et al, 2010).
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Theuretzbacher (2012) reforca que os bacteriéfagos sdo bastante especificos para
as bacterias que infectam e sdo improvaveis de causar problemas ao matar bactérias
reconhecidas como benéficas, ao contrério do que ocorre com os antibioticos quimicos.

O problema da resisténcia bacteriana frente ao uso de antibidticos vem
aumentando. Atualmente nos deparamos com casos em que alguns patdgenos importantes
sdo resistentes a maioria dos antibidticos disponiveis. Como por exemplo, estudos
afirmaram que estamos proximos do fim da era dos antibioticos em relacdo a algumas
bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
(LIVERMORE, 2003; COELHO et al., 2004).

Outro exemplo, a linezolida foi trazida a clinica em 2000, tendo como alvo o
Staphylococcus aureus multirresistente (MRSA), uma das bactérias mais preocupantes e
resistentes a antibioticos. Passados 14 anos de seu desenvolvimento, a resisténcia clinica
a linezolida apareceu em apenas 1-2 anos (MUTNICK et al., 2003).

Segundo DiMasi e colaboradores (2003) e Spellberg e colaboradores (2004) o
custo para se fazer um medicamento novo gira em torno de US$ 400-800 milhdes, fora o
tempo de descoberta, processamento e lancamento, que pode chegar a uma média de 8
anos.

A ex-Unido Soviética e a Europa Oriental mantiveram o uso dos fagos para
tratamento de infec¢des nos Gltimos 70-80 anos, acumulando uma grande quantidade de
conhecimento clinico disponivel para nés hoje. No Ocidente notamos que os antibidticos
foram a preferéncia a terapia fagica (HANLON, 2012).

Farmacocineticamente falando os medicamentos sistémicos de via oral sdo
normalmente absorvidos pela corrente sanguinea, 0 medicamento é metabolizado e
removido do sistema, levando a uma queda nos niveis sanguineos, sendo necessario doses
e mais doses sequencialmente para que este farmaco se encontre no organismo a niveis
suficientes para o tratamento (HANLON, 2012).

Para que ocorra a morte celular, alguns antibidticos possuem uma certa
necessidade de que haja crescimento celular. Quase todos antimicrobianos apresentam-se
mais eficazes em eliminar células de crescimento rapido. Temos como exemplo a
penicilina e a ampicilina que ndo matam as células que ndo possuem crescimento, assim,
a taxa de morte se torna proporcional a taxa de crescimento (LEWIS, 2001). Costerton e
colaboradores (1999) afirmam que o crescimento lento do biofilme contribui para sua

resisténcia a morte.
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Quando abordamos a farmacocinética dos bacteriofagos sabemos que apds a dose
inicial de fago, o nimero de virus no sistema aumentard a medida que se replicam nos
patdgenos bacterianos infectantes, aumentando até que todas as células hospedeiras sejam
destruidas. Sendo assim, facilitaria até na administracéo e controle quanto ao uso do fago
frente a algumas infecc@es, bastando apenas uma dose Gnica (HANLON, 2012).

A terapia fagica existente permite niveis iniciais de dosagem muito baixos
(MARZA et al., 2006; WRIGHT et al., 2009), reduzindo desta forma os custos e 0
potencial de efeitos colaterais (BUCKLING et al., 2012) podendo em breve serem mais
acessiveis e seguros a populacéo.

Como estamos constantemente em contato e expostos a estes virus, devido a
abundancia dos bacteriofagos, explica-se o fato de que ha poucas ou nenhumas reacdes
adversas ou alérgicas associadas ao seu uso terapéutico, de acordo com experiéncia
clinica na ex-Unido Soviética e na Europa Oriental (HANLON, 2012).

No comeco, logo apds sua descoberta, os antibidticos eram vistos como
medicamentos milagrosos, salvando milhdes de vidas. Nos anos de 1970, ja se viam cepas
altamente resistentes a bactérias causadoras de doencas. A cada década que passava 0
problema ia se agravando e finalmente foi reconhecida a resisténcia bacteriana como uma
crise global de saude. Para termos uma ideia, o tempo de espera para se desenvolver novos
antibidticos é muito maior do que se comparado ao tempo de espera para as bactérias
desenvolverem mais resisténcia (ABEDON et al., 2011).

Comprovando a tese da resisténcia bacteriana, o Instituto de Imunologia de
Hirszfeld (Wroclaw, Poldnia) trabalhou com hospitais e médicos locais para tratar
pacientes que ndo apresentavam resposta aos antibioticos, coletando e publicando uma
série de artigos com dados extensos sobre varios pacientes (KUTTER et al., 2010;
SLOPEK et al., 1987), reforcando novamente o uso da terapia fagica frente a resisténcia
bacteriana a qual estamos vivendo nos dias atuais.

A terminologia de MDR (multirresistente) agora é complementada com XDR
(extremamente resistente a drogas) e em alguns casos até de PDR (pan-resistente a drogas;
resistente a todos os antibidticos conhecidos) (THEURETZBACHER, 2012), tais
resisténcias bacterianas tendem a progredir deixando-nos com opgdes escassas em relagdo
a antibioticoterapia. Portanto, a terapia fagica mostra-se como uma luz no fim do tdnel,

uma opgao prospera como resposta a estas resisténcias.
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Quando medicamentos sdo lancados no mercado, estes devem satisfazer as
autoridades regulatdrias nos quesitos relacionados a sua qualidade, seguranca e eficacia.
Principalmente a seguranca, porque o produto ndo deve causar danos ao paciente. Embora
haja certa garantia da auséncia de efeitos colaterais ou reagOes adversas relatadas em
publicacGes provenientes do antigo bloco soviético em relacdo a terapia fagica, é
importante demonstrar que seu uso é seguro (HANLON, 2012).

Vemos que o uso de bacteriofagos no tratamento de infecgdes bacterianas, ainda
necessitam de mais estudos tanto in vitro como in vivo, com objetivo de servir como
opcao alternativa de tratamento em situacdes nas quais a antibiotico- terapia ndo se mostra
mais eficaz ou se apresente resistente a determinadas cepas bacterianas. Com a chegada
da era antimicrobiana e seu sucesso, as pesquisas que envolviam fagos e o seu uso clinico
ficaram limitadas essencialmente a ex-Unido Soviética (HANLON, 2007).

D'Herelle encarregou-se de boa parte das pesquisas que buscavam compreender a
natureza dos fagos, e também apresentou terapias baseadas neles. Em 1919 abordou a
febre tifoide em galinhas e disenteria humana, como resultado de seu estudo as aves que
foram tratadas com o uso de bacteriéfagos mantiveram-se vivas comparado com as aves
do grupo controle em que 75% destas morreram (HARPER et al., 2014).

Em 1919, o primeiro ensaio clinico de Fase | com bacteriéfagos foi realizado por
D'Herelle, em que o produto de terapia de fagica foi testado nele mesmo e em seus colegas
de trabalho, previamente a administragdo a seus pacientes que sofriam de disenteria.
Sendo este o primeiro uso bem-sucedido de bacteriéfagos no tratamento de infeccdes
bacterianas em humanos (HANLON, 2012).

Outra terapia realizada por D’Herelle também foi bem-sucedida, para o tratamento
da disenteria em um menino de 12 anos (HARPER et al., 2014; ORLOVA, 2012) e ap6s
em outras quatro criangas com mesma sintomatologia (HARPER et al., 2014).

Bruynoghe e Maisin em 1921 foram os primeiros a publicar o uso de fagos em
humanos, o relato se referia a seis pacientes com infec¢des de pele estafilococicas e que
foi bem-sucedido (HARPER et al., 2014).

Porém o primeiro ensaio formal de seguranca de Fase | em bacteriofagos relatado
na literatura ocidental foi conduzido por Bruttin e Brussow em 2005, em que 15
voluntarios saudaveis receberam E. coli fago T4, em diferentes doses, e placebo na dgua
de beber. Como resultado ndo houve nenhuma reacéo atribuivel a administracéo de fago
(BRUTTIN et al., 2005).



32

A proximidade existente entre células bacterianas no biofilme proporciona que
haja uma troca de elementos genéticos entre elas, inclusive a transferéncia de resisténcia
aos antibioticos (PLUTZER et al., 2018). Neste artigo de Plutzer e colaboradores (2018)
demonstraram uma proporcdo considerdvel de isolados de enterococos mostram
resisténcia adquirida as tetraciclinas e resisténcia intrinseca a clindamicina.

Com o advento dos antibidticos quimicos eficazes e seguros, chegou também ao
fim a primeira era da terapia com bacteriofagos. Os antibidticos tornaram-se mais
facilmente comercializados e aprovados, podendo ser recomendados com pouco menos
conhecimento das bactérias especificas envolvidas. Com o passar do tempo estes fatores
também contribuiram para que ocorresse a crise de resisténcia aos antibidticos
(STREPTOMYCIN IN TUBERCULOSIS TRIALS COMMITTEE, 1948).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial do uso de bacteriéfagos em biofilmes de E. faecalis como
auxiliar de desinfec¢do do sistema de canais radiculares e sistemas de tubulos dentinarios,

apontados em revisdo de literatura.

2.2 Objetivos Especificos
Estabelecer o potencial do uso de bacteri6fagos no combate a infeccdes
endodénticas com predominio de E. faecalis, através da analise da literatura existente.
Realizar estudo piloto em dentes humanos unirradiculares extraidos e com canais
infectados por E. faecalis, através da visualizacdo do biofilme por meio de

bioluminescéncia e pela Microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
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4. PROJETO PILOTO

O projeto piloto desenvolvido para o Uso de bacteriofagos de Enterococcus
faecalis como estratégia auxiliar de desinfeccdo do sistema de canais radiculares e
sistema de tubulos dentinarios, foi encaminhado a Comisséo de Pesquisa do Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) (COMPESQ).

As amostras e o preparo dos canais radiculares foram realizados no Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
(UFRGS). A cultura bacteriana, sua inoculacdo, analise microbioldgica, meio de
bacteriofagos foram realizadas no Laboratorio de Imunologia e Microbiologia da Escola
de Ciéncias da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

A microscopia eletronica de varredura foi realizada no Centro de Microscopia e
Microanalises da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

4.1 METODOLOGIA

4.1.1 Selecéo e Preparo das Amostras

Para este estudo 9 dentes humanos, de canal unico e maduros foram selecionados,
estes dentes compunham um banco de dentes previamente existente, ndo sendo necessario
extracOes prévias e autorizacdo de pacientes para sua utilizacdo neste projeto piloto. Os
mesmos foram selecionados, higienizados, receberam preparo quimico-mecéanico, foram
armazenados em &gua destilada e autoclavados até serem usados.

Os critérios para que os dentes selecionados fossem incluidos no estudo foram:
canais predominantemente retos, que apresentassem diametros similares e que
apresentassem apices completamente desenvolvidos. Esta selecdo foi realizada por trés
operadores, previamente treinados e calibrados. Os critérios de exclusdo foram dentes que
ja possuiam tratamento ou ja tivessem sido manipulados endodonticamente, dentes com
presenca de reabsorcdes dentarias, fraturas de um modo geral, bifurcacdo dos canais

radiculares, calcificacGes pulpares e dilaceragOes apicais.

4.1.2 Anélise Estatistica
A analise estatistica ndo foi determinada neste estudo piloto. Tinha-se como

objetivo dar seguimento as pesquisas, a qual abordard um célculo amostral e um “n” mais

significante. Estas nove amostras foram determinadas casualmente, apenas com a
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finalidade de delineamento e estratégias para estudos futuros. Em virtude dos

acontecimentos mundiais atuais este breve retorno nao foi possivel.

4.1.3 Limpeza e Esterilizagdo dos Dentes

Com as amostras selecionadas, a limpeza externa dos dentes foi realizada por meio
de raspagem radicular, com cureta periodontal tipo Gracey n° 1/2, 3/4 e 5/6 (Neumar
Instrumentos Cirurgicos Ltda. - Brasil), promovendo a remocdo do ligamento periodontal
remanescente que se encontrava aderido as raizes dos dentes. Apds a raspagem radicular,
as amostras foram lavadas em agua corrente, pelo tempo de 1 minuto. A secagem dos
dentes foi realizada em temperatura ambiente.

Os dentes foram descoronados, ou seja, suas coroas foram removidas abaixo da
juncdo amelocementaria, perpendicular ao longo eixo do dente com o auxilio de um disco
diamantado (KG Sorensen Industria e Comércio Ltda., Barueri, Sdo Paulo, Brasil) em
peca reta de mdo (Kavo Kerr) de modo que todas as raizes mantivessem 0 mesmo
comprimento de 16 mm.

Também com o auxilio de peca reta de mao, foram realizados sulcos no sentido
longitudinal das faces vestibular e palatina das amostras, cuidando para que o interior do
canal radicular ndo fosse atingido, mas com profundidade suficiente para que no fim do
experimento pudessem ser clivados com maior facilidade em duas hemisecgdes. Para a
confeccdo dos sulcos, os mesmos discos diamantados dupla face foram usados (KG
Sorensen Industria e Comércio Ltda., Barueri, S8o Paulo, Brasil). Para que
posteriormente pudessem ser analisados microbiologicamente, através de analise em
microscopia eletronica de varredura (MEV), e para analise com fluor6fo de Qubit para
bioluminescéncia e para solu¢do contendo bacteriéfagos.

Para a exploragdo dos canais radiculares, limas manuais do tipo K (Dentsply
Sirona Maillefer, Catanduva, Sdo Paulo - SP) de 21mm, de tamanho #10, calibradas em
16mm foram utilizadas. Para o preparo quimico-mecanico das amostras utilizamos limas
mecanizadas, Protaper Next x1 (0.17/.04) e x2 (0.25/.06) (Dentsply Maillefer, Catanduva,
Sdo Paulo - SP) no comprimento de trabalho de 16mm, com auxilio de solucdo de
hipoclorito de sddio a 2,5% (lodontec Industria e Comércio de Produtos Odontoldgicos
Ltda., Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil), com EDTA trissédico a 17% (lodontec
Industria e Comércio de Produtos Odontoldgicos Ltda., Porto Alegre, Rio Grande do Sul,

Brasil) por um tempo de 5 minutos com o proposito de remover a smear layer, e com
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irrigacao final realizada com hipoclorito de sédio a 2,5%. Posterior secagem do canal das
amostras com pontas de papel absorvente esterilizadas previamente, compativeis com o
calibre das amostras (Tanari Industria Ltda., Manaus, Amazonas, Brasil).

Em seguida, os dentes descoronados foram secos em temperatura ambiente e ap0s
estarem secos posicionados em microtubos de 1,5 ml (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil) com a porcdo correspondente a cervical para cima, para minimizar os riscos de
contaminac0es e realizar as trocas de meio. Um orificio foi realizado na regido central
das tampas dos microtubos com auxilio de instrumentos aquecidos em chama, na qual os
dentes foram posicionados e fixados com cianoacrilato (SuperBonder cola pléastica -
Loctite, Sao Paulo, Brasil).

Em uma lateral do microtubo préxima ao orificio principal (central), um pequeno
orificio foi realizado para as trocas do meio de cultura, este foi realizado com agulha
descartavel para irrigacdo (Injex 21G, Ourinhos, Sdo Paulo, SP). No conjunto microtubos
e dentes, uma pequena quantidade de Fita Micropore (Nexcare de 25MM X 1,35M,
Sumaré, SP, Brasil) envolvendo as tampas e 0s microtubos, foi colocada com objetivo de

diminuir uma possivel contaminag&o.

Figura 3 — Amostras nos microtubos, envoltos por micropore com insercdo de
meio cultura por orificio lateral

Os microtubos com os dentes foram acomodados em caixas de polipropileno
(Heathrow Scientific, Vernon hills, IL, EUA) embaladas individualmente em embalagens
para autoclave (Hospflex, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil), e posteriormente esterilizados em
autoclave Vertical (Laboratdrio de Imunologia e Microbiologia da Escola de Ciéncias da
Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande do Sul). O tempo de esterilizacdo das

amostras ocorreu em um ciclo de 15 minutos & temperatura de 120°C.
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Nos microtubos com as amostras, a cultura de E. faecalis foi adicionada de forma

igualitaria através dos orificios realizados.

Figura 4 — Disposicdo das amostras em caixa de polipropileno

4.1.4 Preparo da Cultura e Inoculagéo

4.1.4.1 Enterococcus faecalis

O E. faecalis foi a cepa bacteriana selecionada para a realizacdo deste trabalho
(ATCC 29212. O preparo do indculo foi realizado a partir de estoque -20, cultivado em
uma aliquota de 200ul em 3ml de caldo BHI, incubados por um periodo de 24 horas. Em
seguida uma aliquota de 200ul era retirada e recultivada em novo caldo de BHI de 3ml, e
incubados novamente por 24 horas.

A partir do preparo do in6culo, a contagem inicial do mesmo foi realizada através
de diluicdo feita até a -9. Na caixa de diluicdo, foi adicionada 450ul de solu¢éo salina em
9 pocos, cada um correspondente a cada diluicdo. No primeiro pogo foi acrescentado 50ul
do indculo inicial. Em seguida, foi realizada diluigdo seriada, em que 50ul do primeiro
poco era passado para 0 segundo poco, e assim sucessivamente, homogeneizando o caldo.
Apos a diluicdo seriada, 10ul de cada diluicdo eram inoculados através da técnica de gota,
em triplicata.

A cultura de E. faecalis foi adicionada de forma igualitaria a cada amostra, através
do orificio na tampa dos microtubos para que ocorresse o desenvolvimento de biofilme.
As estirpes de E. faecalis foram cultivadas em caldo de infusdo de cérebro coracdo (BHI)
por 24horas posicionado em shaker, seguida de realizacdo de gram para verificar se houve
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algum tipo de contaminacdo, e ap0os confirmacéo foi mantida em estufa a 37° C até seu
uso.

Os E. faecalis foram cultivados no Laboratdrio de Imunologia e Microbiologia da
Escola de Ciéncias da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUC - RS)
em meio BHI contendo 1% de tripticase (BBL, Cockeysville, MD), 1% de proteose
peptone (Difco, Detroit, Ml), 0,5% de extrato de levedura (Difco, Detroit, Ml), 0,5% de
cloreto de sodio, 5mg/mg de hemina e 0,5% mg/ml de vitamina K suplementado com
0.2% de glicose, a 37°C (Takahashi et al., 1997) durante 24horas (PUC-RS).

4.1.4.2 Bacteriofagos

Os bacteri6fagos para E. faecalis foram disponibilizados pelo Laboratério de
Microbiologia da Medical University of £.6dz, na Pol6nia, para realizar o projeto piloto,
e foram diluidos no Laboratério de Imunologia e Microbiologia da Escola de Ciéncias da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

Cepas de E.faecalis foram testadas contra o fago para determinar o intervalo de
hospedeiros fagicos. Cinco microlitros da suspensdao dos fagos (1x107 unidades
formadoras de placa [PFU]/ml) foram depositadas em uma placa, esta previamente
inoculada com as bactérias especificas para este experimento. Seguidas de diluicdes de
10 vezes do material do fago até 10-5, mantendo 1 Grupo Controle. Sete tubos foram
preparados com uma concentracdo de fagos de 10-2.

As 5 amostras do Grupo 3 (Teste), receberam 1,5mL dessa diluicdo de 10-2, ou seja,
até a altura que estas amostras ficassem submersas por diluicdes do fago visualmente.
Apos, os dentes eram levados a estufa novamente a uma temperatura de 37° Celsius,

permanecendo por um periodo de 48 horas.

4.1.5 Classificacdo dos Grupos de Tratamento e Inoculacdo das Amostras
Numerados do 1 ao 9, aleatoriamente, disponibilizados conforme os seguintes

grupos:

GRUPO 1: Controle Positivo (n=3): Amostras esterilizadas e inoculadas com cepas para

E. faecalis + PQM + Fluoréforo Qubit + MEV.

GRUPO 2: Controle negativo (n=1): A amostra ndo foi inoculada com E. faecalis. PQM

+ amostra esterilizada + procedimento experimental (receberam caldo BHI sem E.
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faecalis) . Posterior comparacdo com os demais grupos para acdo do fluoréfo Qubit +
MEV.

GRUPO 3: Grupo Teste (n=5): PQM+ caldo de BHI para E. faecalis + bacteriéfagos
(48hrs) + acdo do fluoréforo Qubit + MEV.

Para gque houvesse contaminacéo dos dentes, dentro do canal, em cada amostra foi
colocado uma quantidade correspondente a 100uL do inéculo inicial, acrescidos de caldo
BHI até que toda a extensdo do dente ficasse submersa. No grupo correspondente ao
controle negativo foi introduzido apenas caldo de BHI, sem a presenga de E. faecalis.
Ap0és, a caixa de polipropileno (Heathrow Scientific, Vernon hills, IL, EUA) era fechada
com os microtubos contendo as amostras dentro, e envolta com plastico filme, levada a
incubacgdo em estufa a 37°C, até nova troca de meio.

A renovacdo do meio de cultivo era realizada a cada 2 dias através do orificio
lateral no dente em capela de fluxo laminar, para que tivéssemos areas de trabalho estéreis
para a manipulacdo de materiais bioldgicos, evitando que as amostras pudessem sofrer
contaminacdo do meio ambiente, garantindo a seguranca no momento da manipulagéo
das mesmas. O meio cultivado era removido com auxilio de uma seringa descartavel e
agulha descartavel, para que em seguida novo meio fosse inserido.

A troca do meio de cultivo era realizada com auxilio de agulhas (Injex 21G,
Ourinhos, S&o Paulo, SP - Dental Web, Porto Alegre, Rio Grande do Sul) e seringas
descartaveis luer lock (Injex, 5ml, Ourinhos, Séo Paulo, SP - Dental Web, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul). Todo caldo de BHI ou 2/3 de sua quantidade era removido através
do orificio lateral nas tampas dos microtubos e descartado posteriormente, para que um
novo meio de cultivo fosse inserido. As amostras em seguida eram novamente embaladas
em plastico filme e levadas a estufa a uma temperatura de 37°C por 48 horas, até nova
troca por um periodo de 28 dias corridos (ESTRELA et al, 2009) para que ocorresse 0
desenvolvimento de biofilme, com renovacdo do meio de cultivo no periodo de 3 dias por
semana.

Durante as trocas de meio de cultivo, uma gota do material coletado do interior
dos microtubos era disposta em placa agar sangue conforme as 9 amostras, e levados a
estufa a 37°C por um periodo de 48 horas, para posterior avaliagdo visual e contagem
bacteriana, verificando se houve contaminagdo em alguma amostra, atraves de coleta para

analise de Gram.
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A partir das placas de agar sangue, a coloracao de gram era realizada com auxilio
de uma alca aquecida e estéril, depositadas em laminas de vidro e coradas, para que em
seguida pudessem ser analisadas em microscépio (objetiva de 100x) para observar se
houve presenca de bactérias, do tipo estafilococos, sem presenca de contaminacgao, com
auséncia de colonias diferentes. Todas as etapas laboratoriais eram realizadas pela técnica
do laboratério de Imunologia e Microbiologia da Escola de Ciéncias da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS), enquanto nés alunas
acompanh&vamos e aprendiamos 0s processos.

Ap0s o periodo de 28 dias de trocas de meio, antes de realizar a hemissec¢édo dos
dentes, as amostras correspondentes ao grupo 3 (Teste) e Grupo 2 receberam solu¢édo
contendo bacteridfagos, apds a solugdo do meio de cultura para E. faecalis ser removida
parcialmente (equivalente a 2/3 do liquido total) ou sua totalidade.

Ao fim do periodo de 48horas em contato com os bacteriéfagos para E. faecalis,
parte das amostras foram seccionadas com auxilio de um instrumento de ponta estéril em
capela de fluxo laminar. Das amostras hemisseccionadas, uma hemisseccdo era
correspondente ao grupo Controle Positivo e outra correspondente ao Grupo com
bacteriofagos aplicados (Grupo 3 - Teste). Estas duas amostras mencionadas receberam
fluoréfo Qubit para verificar através da bioluminescéncia a contaminagédo no interior dos
canais radiculares pelas cepas bacterianas e a acdo dos bacteriéfagos nos mesmos. O
Controle Negativo também recebeu fluor6fo Qubit.

4.2 Bioluminescéncia

O Qubit Protein foi escolhido para a realizagcdo deste estudo. Foi realizado
mapeamento microbioldgico inicial de 2 das amostras hemisseccionadas (uma do grupo
Controle Positivo e outra do Grupo (3 — Teste) com bacteri6fagos aplicados ) por
bioluminescéncia para verificar a contaminacgdo no interior dos canais radiculares pelas
cepas bacterianas e a acdo dos bacteriofagos nos mesmos.

O Fluoroforo (Q33211, Qubit Protein Assay, Invitrogen, Eugene, USA) foi
aplicado em duas hemissecg0es e visualizados pelo sistema ReVeal (Design for Visions,
New York, USA). Este sistema consiste em uma lupa de 2,5x de aumento, com fot6foro
UV de 450 nm de comprimento de onda. A visualizagdo das amostras hemissecionadas
foram realizadas em campo totalmente escuro, apenas com iluminagdo ultravioleta

emitida pelo aparelho.
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4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras para bacteriofagos permaneceram overnight (24 horas) em solugédo
de glutaraldeido a 2,5% (Glicolabor — Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). Através da
imersdo em solucGes de acetona em concentragdes de 10, 30, 50, 70, 90 até 100% foram
desidratadas e secas usando uma ponta de papel (Pontas de papel absorventes 15-40 e 45-
80, Diadent/TDK, Dental Web, Porto Alegre- RS), em uma superficie com a porcao do
canal voltada para cima.

A microscopia eletronica de varredura foi realizada no Centro de Microscopia e
Microanalises da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUC — RS). As
amostras foram cobertas com aproximadamente 30nm de espessura de liga ouro/paladio
(Emitech K650 Sputter Coater, London, England), em maquina Sputter Coater BAL-TEC
SCD 005 (BAL-TEC AG, Liechtenstein, Alemanha), em que a deposi¢éo da liga ocorreu
nas amostras a um nivel de vacuo de aproximadamente 5 x 10-2 mbar.

As observacdes em microscopia eletronica de varredura (XL 30; Philips,
Eindhoven, Netherlands) foram realizadas com magnificaces de 500x, 2000x, 5000x e
10000x.

4.4 Resultados

Parte dos canais das amostras foram observados e outra parte ndo, 0s motivos se
justificaram pela falta de tempo no dia, devido ao curto tempo de horéario de reserva do
laboratdrio, sendo estes descartados e também por conta das discrepancias encontradas
na primeira analise a Microscopia de Varredura.

Duas amostras hemissecionadas (uma do grupo controle positivo e outra do grupo
com bacteriéfagos aplicados) receberam fluoréforo Qubit para bioluminescéncia, afim de
verificar a contaminacdo no interior dos canais radiculares pelas cepas bacterianas e a
acao dos bacteri6fagos. O Fluordforo (Q33211, Qubit Protein Assay, Invitrogen, Eugene,
USA) - foi aplicado nas hemissecgdes e visualizado pelo sistema ReVeal (Design for
Visions, New York, USA). Este sistema corresponde a uma lupa de 2,5x de aumento, que
apresenta um fotoforo UV de 450 nm de comprimento de onda. O teste para
bioluminescéncia destes fluoroforos foi realizado em local totalmente escuro, contando
somente com a iluminacgéo ultravioleta emitida pelo aparelho ReVeal.

Na hemisseccéo radicular correspondente ao Grupo Controle Positivo notamos a

bioluminescéncia do E. faecalis na total extensdo do canal radicular. A hemisseccao
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pertencente ao grupo de tratamento com fagos apresentou uma diminuicdo da
bioluminescéncia para E. faecalis, retomando a justificativa anteriormente mencionada
correspondente a a¢do positiva e efetividade dos fagos frente a eliminacéo dos E. faecalis.

O Qubit Protein mostrou-se como um fluoréforo capaz de delimitar de forma
precisa a regido correspondente a area contaminada por E. faecalis, destacando melhor a
regido correspondente ao canal radicular das amostras. Na amostra correspondente ao
grupo Controle Negativo, ndo notamos fluorescéncia, ou seja, frente a auséncia de
bactérias no canal radicular o fluor6foro néo reflete luz (emite fluorescéncia).

N&o existem referéncias que mencionem o Qubit Protein juntamente com
biofilmes endodénticos. Desta forma, se faz necessario investir e investigar seu uso dentro
da Odontologia, principalmente na Endodontia frente a biofilmes endoddnticos, em busca
de comprovar sua eficacia (KUO et al., 2019).

As observacdes em MEV foram visualizadas na altura dos tercos cervicais, médios
e apicais dos canais hemissecionados. Foram realizadas por um examinador treinado que
ja possuia experiéncia, focando nas caracteristicas e localizacdo do biofilme
(BALDASSO et al., 2012). As areas mais representativas de cada terco foram gravadas,
em formato TIFF em resolucéo de 300 dpi.

Os padrdes mais observados a MEV, foram os padrdes de cadeias curtas a médias,
caracteristicamente ovaladas, lembrando cachos de uva. Frente a acdo dos bacteriéfagos
especificos para E. faecalis, notamos que este padrdo ovalado rompia-se, ficando com
uma caracteristica de um E. faecalis murcho, lembrando também um grdo de uva
“murcho”. Nao era notavel o contorno dos E. faecalis, significando e reforgando que estes
estivessem mortos.

Na amostra correspondente ao Controle Positivo, observamos que mais E. faecalis
deveriam estar presentes no canal principal, principalmente pelo fato de que esta amostra
ndo recebeu nenhum tipo de tratamento, porém nos tubulos dentinarios notamos uma
grande presenca desta bactéria.

Na amostra correspondente ao Controle Negativo, ndo detectamos contaminacao,
nem presenca de bactérias. Apenas estruturas globulares que ndo apresentam correlacao
com as bactérias.

Um ponto importante do nosso estudo piloto, esta correlacionado uma das

amostras analisadas em MEV do Grupo 3, que apresentou-se com uma quantidade grande
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de bactérias, mostrando maior similaridade com o que deveria ser a amostra
correspondente ao Controle Positivo.

As bactérias de E. faecalis para o Controle Positivo, deveriam apresentar-se mais
préximas da forma como na amostra do Grupo 3, com os discos diploides bem definidos.
Como principal hipétese para justificativa desta observacao, pode estar correlacionada
com erro na fixacdo com glutaraldeido, no qual as amostras permaneceram por apenas 24
horas, podendo terem permanecido por mais tempo, comprometendo a fixacdo da peca e
posterior anélise da mesma em MEV, levantando tais ddvidas mencionadas, e também
talvez por ndo estarem em intimo contato com a solucdo contendo bacteriofagos.

A utilizacdo do glutaraldeido devido as suas propriedades de penetracdo e por
precipitar prontamente as substancias proteicas da célula, assegurando 6tima preservagao
da ultraestrutura, como fixador para microscopia eletrénica pode ser recomendado para a
boa parte dos tecidos animais e vegetais. Amostras que sdo bem-preparadas apresentam-
se altamente higroscopicas e necessitam ser fotografadas imediatamente no MEV. O
tempo de acdo do fixador pode variar de algumas horas a varios dias, quando o objetivo
é aumentar a rigidez do espécime (DE CASTRO, 2002).

A microscopia eletronica se mostra como uma ferramenta importante utilizada na
analise da morfologia do fago e que deu inicio ao processo de classificacdo de virus
(ORLOVA, 2012). E importante avaliar e analisar técnicas de observacio com o auxilio
de microscopia eletrbnica de varredura, coletando dados pertinentes de células
bacterianas agregadas em uma matriz extracelular na parede do canal radicular.

Ainda a respeito da analise com MEV, na entrada dos canais, correspondentes ao
terco cervical das amostras do Grupo 3 havia maior presenca de E. faecalis, no terco
médio para apical notou-se uma quantidade menor, isso talvez porque a parte de cima,
correspondente a cervical ndo estivesse totalmente submersa em contato com o meio.

Né&o erradicou-se totalmente os E. faecalis, mas o estudo mostrou resultados
positivos e promissores para que possa resultar em maior sucesso futuro em experimentos
in vitro, para que tambeém possamos evoluir para os tratamentos endodénticos in vivo,,
em algum momento.

A anélise microscopica notamos que os bacteri6fagos em contato com o canal
radicular infectado com E. faecalis possui capacidade de levar a lise de suas células. A
parede celular dos E. faecalis apresentaram-se rompidas sinalizando sua morte. Os E.

faecalis apresentavam-se com formato ovalado, podendo ser vistos isoladamente, aos



51

pares, em cadeias curtas ou até mesmo muito longas, sendo mais comuns as cadeias curtas
e médias.

Outro ponto importante que pudemos destacar a respeito dos resultados do projeto
piloto com bacteridfagos para E. faecalis € que também notamos que sua a¢do néo ficou
limitada apenas a extensdo do canal principal, havendo também acédo sobre as bactérias
no interior dos tubulos dentinarios. O que atualmente vemos como ponto positivo por
serem regides que ndo conseguimos chegar com instrumentos endodonticos para realizar
uma limpeza mecanica, e a agdo dos irrigantes utilizados durante o preparo quimico
também fica limitada. Da mesma forma, a medicacéo intracanal padrdo ouro, que é 0
hidroxido que célcio ndo consegue chegar nas regides estreitas dos tubulos dentinarios.

Estudos revelaram que E. faecalis é capaz de penetrar nos tibulos dentinarios, e
as vezes até em profundidade (EVANS et al., 2002). Essa caracteristica permite que o E.
faecalis escape da acdo de irrigantes usados durante o preparo quimico-mecanico e
também de instrumentos endoddnticos (EVANS et al., 2002).

4.5 Fatores de Dificuldade e Possiveis Solugdes

O interessante da realizacdo de projetos prévios aos estudos definitivos de
pesquisa é podermos visualizar onde melhorias podem ser aplicadas.

Alguns fatores correlacionados ao desenvolvimento desta pesquisa e suas etapas
necessitam de melhorias e intervengdes para melhor desempenho e andamento de
pesquisas futuras. Os fatores de dificuldade e possiveis solugdes séo mencionados abaixo,
e estes podem ter levado a alteragfes nos resultados encontrados, sugerindo melhorias

futuras.

45.1 Cianocrilato para Adesao das Amostras as tampas dos Microtubos

Este estudo nos permitiu inferir que o cianoacrilato utilizado durante o
experimento na colagem das amostras as tampas do microtubo, podem ser dificeis de
serem utilizados devido a sua textura lisa e sua baixa porosidade (SuperBonder cola
plastica - Loctite, Sdo Paulo, Brasil) quando em autoclave.

Notamos que apds a esterilizacdo em autoclave vertical a 120°C por um tempo de
15 minutos, o material (cianocrilato) adquiriu caracteristicas de derretimento, em alguns
casos obliterando a entrada dos orificios destinados a troca dos meios. Alguns orificios

no momento desta troca necessitaram ser “furados” novamente.
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Os orificios laterais destinados a troca de meio nas amostras, muitas vezes
mostram-se obstruidos, isso pode ter ocorrido devido ao contato das altas temperaturas
de esterilizacdo das amostras com os microtubos na presenca do cianoacrilato, escoando
para a regido correspondente ao orificio lateral. A cada novas trocas de meio muitas vezes
era necessario executar um novo orificio com uma agulha de irrigacdo mais calibrosa, ou
ampliar o mesmo orificio obstruido.

Optamos em estudos futuros nédo fazer uso deste material, e apenas encaixar 0s

dentes das amostras no orificio destinado a elas nos microtubos.

4.5.2 Trocas de Meio de Cultura

Quando as trocas dos meios eram realizadas em algumas das amostras, apenas
uma quantidade correspondente a aproximadamente 2/3 do liquido presente no interior
dos microtubos era possivel de ser removida, o restante ficava em contato com a por¢édo
final dos microtubos, proximos ou em contato com as raizes das amostras. Sua totalidade
era inviavel de ser removida. Atribuimos este fator ao comprimento das agulhas utilizadas
para remogdo de meio de cultura, porém nao encontramos disponivel no mercado agulhas
com comprimento maior ao utilizado. Uma solucdo possivel para este impasse seria a
substituicdo dos microtubos de 1,5 ml por outro recipiente que atenda nossas
necessidades, ou buscar agulhas com comprimento maior que o utilizado. Este fator
também ndo exerceu influéncia no resultado final dos achados deste trabalho, apenas

tornaria o processo de desenvolvimento mais sistematico.

4.5.3 Sistematica de Inoculacao dos Bacteriofagos

Em relacdo a insercdo dos bacteriéfagos nos microtubos, estes serdo inseridos no
orificio central em contato direto com o canal radicular, e ndo pelo orificio lateral como
preconizamos no estudo piloto. E outro novo orificio lateral sera realizado, para evitar
que este possa obliterar por alguma razdo especifica e também para ndo haver refluxo dos
meios ao serem inseridos. O método de inoculacdo dos fagos utilizado neste estudo foi
através da imersdo das amostras em solugdo contendo os bacteriéfagos através da

insercdo pelo orificio lateral. Os resultados obtidos podem ter sofrido esta interferéncia.
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45.4 Tempo de Armazenamento das Amostras em Glutaraldeido

Para o preparo das amostras para microscopia eletrénica de varredura (MEV), o
periodo de armazenamento em contato com o glutaraldeido a 2,5% deveria ser superior
a 24 horas, como foi realizado. Esse fator pode ter sido o mais significativo para as
alteracdes que encontramos durante o desenvolvimento do projeto piloto. Incluir em
estudos futuros imagens das amostras para bacteriofagos em FIB SEM,
(microscopia eletronica de varredura de feixe de ions focalizados), permitindo
reconstrucdo 3D dos dentes infectados com E. faecalis e da acdo dos bacteridfagos,
permitindo melhor analise e visualizacdo das amostras, e aprofundamento dos estudos.
Incluir também analises através de Microscopia Confocal, afim de obter imagens de alta
resolucéo atraves de cortes Opticos, reconstituidos tridimensionalmente.

Em relacdo as amostras analisadas pertencentes ao grupo de tratamento com fagos,
pudemos inferir que talvez o fator tempo de 48 horas, p6de ter exercido também
influéncia nos resultados, necessitando de analises futuras que correlacionem este fator
para mais ou para menos para que assim possamos inferir com maior certeza se este

exerce influéncia quando em contato com as cepas bacterianas estudadas ou néo.

4.5.5 Periodo de Tempo de Permanéncia dos Fagos agindo nos Canais Radiculares

As amostras do Grupo 3 (Teste) que receberam tratamento com fagos, mantiveram
contato com a solucdo de fagos por um periodo de 48 horas, o que talvez pode ser
considerado como um periodo ndo ideal para resultados expressivos. Em préximo estudo
iremos estabelecer diferentes tempos para administracdo de solucdo de fagos, para

verificar se estes sdo tempos dependente de resultados mais efetivos.

4.5.6 Microtubos Utilizados

O tamanho dos microtubos com capacidade de 1,5ml e uma tampa trava quase
correspondente ao didametro dos dentes, geraram dificuldades em relacdo a confeccéo do
orificio principal correspondente ao local de posicionamento dos dentes, principalmente
guando estes apresentavam raizes mais volumosas, e consequentemente deixando menos
espaco para a confeccdo e manutencéo do orificio lateral pelo qual as trocas dos meios
eram realizadas, mesmo com o uso de agulhas com fino calibre. Este fator ndo exerceu

influéncia no resultado final dos achados deste trabalho.
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Outro ponto importante que notamos, foi a dificuldade em remover as raizes que
estavam fixas nas tampas dos microtubos, para que posteriormente pudessem ser
hemisseccionadas. Para a realizacdo de proximo estudo iremos cortar previamente a alca
que liga a tampa do microtubo ao corpo do mesmo. Deixando apenas o sistema de encaixe
entre tampa e corpo, reforcando o vedamento destes com micropore, objetivando manter

as amostras bem vedadas e longe de contaminacGes.

4.5.7 Dentes Humanos versus Dentes Bovinos e Protocolo de Desinfec¢éo do Sistema
de Canais Radiculares

Em virtude da dificuldade de encontrar dentes humanos extraidos nos dias de hoje,
em numero que se faca suficiente para a realizacdo do experimento e nas condi¢des
desejadas, dentes bovinos sdo considerados uma opcdo. Estes apresentam vantagens
quanto a sua facil disponibilidade e seu tamanho (Campos et al., 2008) e a sua
similaridade estrutural com dentes humanos, incluindo o sistema de tdbulos dentinérios,
fator importante em nosso estudo.

Portanto, substituiremos os dentes humanos utilizados no estudo por dentes
bovinos, e aumentaremos 0 himero das amostras dos grupos de trabalho, e dos controles
positivo e negativo.

Para a desinfeccdo dos canais, serd utilizado um protocolo adaptado de Grundling
et al (2011) com insertos ultrassonicos e solugdes irrigadoras, como hipoclorito de sédio
a2,5%, EDTA trissédico a 17% e agua destilada.

5. DISCUSSAO

As infeccdes endodonticas e a periodontite perirradicular tem como uma de suas
principais causas as bactérias patogénicas. As espécies bacterianas vao depender dos
niveis de oxigénio, do pH local e da nutricdo disponivel no sistema do canal radicular
(PECIULIENE et al, 2008).

Para que a infec¢cdo endoddntica ocorra, o tecido pulpar ndo vai encontrar-se vital
e estara desprovido de suas defesas, como consequéncia de necrose pulpar (como trauma,
sequela de cérie, procedimentos cirdrgicos iatrogénicos ou doenga periodontal) ou
remocéo da polpa para tratamento (SIQUEIRA, ROCAS, 2009).

Erradicar a infeccdo presente ou evitar que microrganismos infectem ou

reinfectem o canal radicular ou até mesmo os tecidos perirradiculares é a justificativa para
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o tratamento endoddntico da periodontite apical, por ser considerada uma doenca
infecciosa (SIQUEIRA, ROCAS, 2009).

E importante compreendermos e definirmos a microbiota endoddntica que est&o
associadas as diferentes formas de doenca, para que se tenha uma pratica endodéntica de
alta qualidade e baseada em evidéncias (SIQUEIRA, ROCAS, 2009).

A periodontite apical resulta dos efeitos patogénicos dos microrganismos que
colonizam o sistema de canal radicular e da resposta do sistema de defesa do hospedeiro.
A identificagéo precisa destes microrganismos nos permite entender o processo da doenca
fornecendo um tratamento antimicrobiano eficiente nos casos de tratamento endodontico
primario e retratamento, ou tratamento endodéntico secundario (PECIULIENE et al,
2008).

A composicdo da microflora dos canais radiculares difere principalmente em
relacdo as mudancas ecoldgicas que ocorrem no canal radicular anteriormente e durante
os procedimentos de tratamento (PECIULIENE et al, 2008).

O E. faecalis apresenta uma resisténcia intrinseca a muitos antibi6ticos
habitualmente usados, e ele apresenta capacidade de obter resisténcia aos antibioticos
disponiveis nos dias de hoje, através de mutacdo de transferéncia horizontal de genes
(SOOD et al., 2008).

Citado por Plutzer e colaboradores (2018) em seu artigo, o Unico agente capaz de
eliminar o biofilme de E. faecalis foi o hipoclorito de sédio a 4%. A exposicdo ao
hipoclorito de sodio a 4% produziu uma queda de 95% na viabilidade bacteriana em 1
minuto, e isso aumentou para 99,99% em 10 minutos de exposi¢cdo, sendo tempo
dependente este resultado. Nenhuma bactéria viavel foi notada ap6s 30 minutos, 60
minutos ou 6 horas.

Em um estudo realizado por Souza e colaboradores (2018) com 132 dentes,
divididos em 11 grupos, onde nenhum dos protocolos de descontaminacdo (dgua
destilada, hipoclorito de s6dio a 1% e 5%, PDT associado a agua destilada e a hipoclorito
de sodio a 1% e 2,5%, e hipoclorito de célcio a 1% e 2,5% associados com PDT)
abordados foram capazes de promover a remocdo completa de E. faecalis dos canais
radiculares. Porém, quando o PDT foi aplicado em conjunto nos grupos um maior nivel
de descontaminacdo foi observada.

Podemos interpretar que o fator tempo da utilizacdo de solucéo de hipoclorito de
sodio fez a diferenca no estudo de Plutzer e colaboradores (2018) levando a erradicagéo
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do E. faecalis quase ou na sua totalidade. Ja no estudo de Souza e colaboradores (2018),
mesmo frente as técnicas utilizadas o E. faecalis mostrou-se mais resistente as estratégias
antimicrobianas, ndo sendo erradicado na sua totalidade, apesar de uma descontaminagéo
ocorrida ter sido relatada.

Basmaci e colaboradores (2013) realizaram um estudo com 81 dentes pré-molares
inferiores humanos extraidos com canal unico, infectados com E. faecalis antes e depois
do preparo do canal, associados a trés sistemas de instrumentacdo e divididos em 9
grupos. Os resultados do estudo demonstraram que todos os sistemas de irrigagéo
utilizados se mostraram eficazes contra E. faecalis. Porém, 15% EDTA ou 7% MA usado
em combinacdo com NaOCI revelou melhores resultados em relacdo a acdo contra o
biofilme.

Ainda em relacdo a capacidade de erradicacdo de E. faecalis, sessenta canais
radiculares foram inoculados com E. faecalis por 14 dias, divididos em seis grupos de
acordo com o protocolo de descontaminagéo: sem tratamento, agua destilada, hipoclorito
de sddio 2,5%, e 5,25%, hipoclorito de célcio 2,5% e 5,25%. O hipoclorito de sddio e
calcio, em associagdo com instrumentacdo reciprocante, pode ser um protocolo de
descontaminacdo eficaz em canais radiculares infectados com E. faecalis (DAL BELLO
etal., 2018).

Desta forma, a erradicacdo total do E. faecalis do interior dos canais radiculares,
bem como dos tdbulos dentinérios, ainda é uma dificuldade que nos deparamos durante
o0 tratamento endoddntico. Isso porque o E. faecalis € uma das espécies mais resistentes
encontradas na cavidade oral, que possui capacidade de sobrevivéncia mesmo sob
estresses ambientais incomuns, como baixa disponibilidade de nutrientes (SIQUEIRA et
al., 2002) sendo este um microrganismo altamente resistente as estratégias
antimicrobianas.

Em estudo realizado por Gao e colaboradores (2016) E. faecalis mostrou mais
resisténcia a falta de nutrientes na presenga de C. albicans, S. gordonii, A. viscosus e L.
acidophilus, respectivamente, do que quando isoladamente. A morte e decomposicao de
C. albicans, S. gordonii, A. viscosus ou L. acidophilus podem ser fontes de nutri¢do para
que o E. faecalis sobreviva (GAO et al., 2016). Como conclusdo, as comunidades de
multiespécies sdo propicias a resisténcia aos nutrientes dos E. faecalis e formacdo de

biofilme em canais radiculares.
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Em estudo comandado por Rocgas e colaboradores (2004) mostrou que o E.
faecalis esteve muito mais associado a casos assintomaticos do que casos sintomaticos.
Dos 30 casos abordados de infeccOes endodonticas persistentes associadas a dentes
obturados o E. faecalis foi detectado em 20 casos.

Rdcas e colaboradores (2004) determinaram que o E. faecalis ndo € tao prevalente
em infecgdes primarias como é em infec¢des persistentes, atraves de resultados obtidos
pela técnica de PCR nested (ROCAS et al., 2004). Neste mesmo estudo o E. faecalis foi
detectado com mais frequéncia em casos assintomaticos do que sintomaticos, perfazendo
um total de 11,5% dos dentes assintomaticos, e 3,7% dos casos sintomaticos. Também no
mesmo estudo o E. faecalis foi fortemente associado a falhas no tratamento endodéntico,
sendo detectado em 18% dos casos de infecgdes endoddnticas primérias e em 67% em
dentes obturados (ROCAS et al., 2004).

Grundling et al. (2011), em seu estudo utilizou como amostra oitenta e quatro
incisivos bovinos inoculados com E. faecalis divididos em quatro grupos. De acordo com
os resultados no estudo em questdo e que reforca as discussdes anteriores, houve
diferencas relevantes entre o grupo controle e o grupo ultrassénico + agua destilada e
entre esses grupos e 0s grupos em uso de hipoclorito de sédio. E ainda conforme cita o
estudo, tais resultados sdo coerentes com os achados de Siqueira e colaboradores (1997)
e Bhuva e colaboradores (2010), que também nédo encontraram diferenca entre a irrigacéo
convencional com NaOCI e a irrigacdo ultrassbnica passiva associada ao NaOCI
(Grundling et al., 2011).

Sabe-se que uma das medicacdes mais eficientes frente as bactérias, disponiveis
durante o tratamento endoddntico é o hidréxido de célcio, e isto se deve a sua alta
alcalinidade (SJOGREN et al., 1991; SHUPING et al., 2000). Por este motivo o E.
faecalis pode resistir ao efeito antibacteriano do hidréxido de célcio, pois suportam altos
niveis de pH (pH>11,5) (BYSTROM et al., 1985). Bystrom e colaboradores (1985) ainda
reforcam que para que se tenha um efeito bactericida sobre o E. faecalis o pH precisa
atingir niveis de 11,5 ou mais.

Segundo Siqueira JF & Rdgas (2009) em uma ampla revisdo de literatura da
microbiologia endodontica, levando ao desfecho de que a periodontite apical tem
etiologia polimicrobiana. Os variados tipos de infec¢es endodénticas sdo normalmente
representados por uma associa¢do mista, na qual a diversidade varia conforme o tipo de

infeccdo.
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A coleta das amostras do canal radicular pode ser realizada no momento do
tratamento, com objetivo de verificar as condi¢cbes bacteriologicas do canal antes dos
procedimentos de preenchimento do canal radicular e/ou de avaliar a eficacia
antimicrobiana dos protocolos de tratamento. Uma meédia de 1 a 5 espécies bacterianas,
em contagens que chegam de 102 a 105 células por canal, podem ser abrigadas, isto ap6s
a preparagdo quimico-mecanica, podendo ser seguida por medicacdo intracanal
(BYSTROM, SUNDQVIST, 1985; SJOGREN et al., 1997). Isso indica que, mesmo que
a eliminagcdo bacteriana total ndo ocorra, vai ocorrer pelo menos uma redugdo na
diversidade de espécies ap6s o tratamento (SIQUEIRA, ROCAS, 2009).

Na maioria dos estudos as bactérias Gram-positivas estdo mais frequentemente
presentes quando as bactérias resistem aos procedimentos de tratamento. Incluem
estreptococos (S. mitis, S. gordonii, S. anginosus, S. sanguinis e S. oralis), P. micra,
espécies de Actinomyces (A. israelii e A. odontolyticus), espécies de Propionibacterium
(P. acnes e P . propionicum), P. alactolyticus, lactobacilli (L. paracasei e L. acidophilus),
E. faecalis e O. uli. Também podem ser encontradas outras bactérias Gram-positivas,
incluindo espécies Bifidobacterium, espécies Eubacterium e estafilococos, porém em
menor frequéncia (SJOGREN et al., 1997; CHU et al., 2006).

Zhang et al (2013b) objetivando o uso dos fagos para tratamento de infeccdes com
o E. faecalis procurou desenvolver por meio da engenharia genética um bacteriéfago que
fosse eficiente no controle antimicrobiano e que desempenhasse o ciclo litico.

Conforme Khalifa (2016), os bacteriéfagos sdo capazes de trabalhar na prevencéo
de reinfeccBes endoddnticas, mesmo que em estado latente uma vez administrada no
canal.

Khalifa et al (2015) isolaram E. faecalis (EFDG1) a partir do esgoto, e como
resultado sugerido de seu estudo, a terapia fagica com EFDG1 pode ser eficiente para
prevenir infeccBes por E. faecalis apos o tratamento endoddntico. Neste estudo de Khalifa
e colaboradores (2015) os resultados mostram que EFDG1 é um candidato promissor para
terapia fagica contra biofilmes plancténicos e bem estabelecidos de E. faecalis.

Em 2016, Khalifa e colaboradores refor¢caram o potencial envolvido na terapia
fagica dentro da odontologia, principalmente no combate a biofilmes de E. faecalis no
interior dos canais radiculares, no entanto, este tipo de terapia tem sido pouco explorada,
ainda que seja conhecido ha mais de 80 anos, sua eficacia em infectar cepas de E. faecalis
(CLARK et al.,1927; EVANS, 1934).
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Quando surge uma variante de um patdgeno especifico que apresenta-se insensivel
a tal fago, pode-se facilmente adaptar o (s) fago (s) disponiveis para estas novas cepas.
Uma outra opg¢do a adaptacdo fagica é procurar fagos que se liguem a determinantes de
viruléncia de superficie, onde eles sdo conhecidos. Estes sdo geralmente compartilhados
por muitas ou todas as cepas relevantes, e assim as bactérias resistentes aos fagos poderao
ser atenuadas. Como terceira opcdo, seria possivel produzir uma quantidade variavel de
fagos que podem ser usadas combinadas contra as principais cepas de bactérias
(BARROW, 1997).

Desta forma, o tratamento ndo ficaria limitado as opcGes antibacterianas
disponiveis, nem como em casos de infeccBes persistentes em que o tratamento
endodéntico convencional ndo é suficiente. Assim, novas adaptagdes fagicas podem ser
exploradas, em termos de quantidade, ndo apresentando maiores riscos devido a
especificidade fagica podendo ser utilizadas de forma combinada com as principais cepas
bacterianas.

Barrow (2001) em seu estudo demonstrou um breve relato sobre a utilizagdo de
fagos liticos no combate as doencas infecciosas, levando em conta 0 seu uso em animais
e em humanos. Com base em seus achados o autor concluiu que a utilizacdo da terapia
fagica mostrou uma resolucao profilatica e terapéutica melhor do que quando comparada
a antibioticoterapia. Ressaltou que enquanto a efetividade e disponibilidade de
antibioticos ainda existirem a terapia fagica ndo seria o tratamento de escolha. Porém, em
infeccbes onde ainda nos deparamos com microrganismos resistentes como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis a
fagoterapia deve ser levada em consideracao.

Tinoco (2017) em sua tese, promoveu o isolamento de bacteri6fagos para E.
faecalis, através de duas cepas, JH2-2 (resistente ao &cido fusidico e resistente a
rifampicina, sensivel a vancomicina) e V583 (resistente a vancomicina) que receberam
marcadores de resisténcia a antibidticos previamente. No primeiro experimento
obtiveram como resultado reducdo da carga bacteriana dos biofilmes. De acordo com a
propria autora, este estudo sugeriu que os fagos conseguiram penetrar no biofilme nas
laminulas de vidro matando bactérias de ambas as cepas de E. faecalis.

Em segundo estudo e experimento realizado por Tinoco (2017), em ex vivo com
dentina contaminada, notou-se diminui¢cdo da carga bacteriana por meio do tratamento

utilizando-se fagos, quando comparados com 0 grupo controle, que receberam apenas
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BHI. Conforme informado pela préopria autora, este estudo conduzido por ela foi o
primeiro a avaliar a eficacia de um bacteriofago que sofreu modificacdo genética que
tinha como objetivo desinfectar a dentina contaminada com o uso de uma cepa de E.
faecalis resistente a antibioticos, levando a interessantes perspectivas futuras de estudo.

Bhardwaj (2014) em sua revisdo de literatura informou que a identificacdo e o
isolamento de fagos liticos para patdgenos orais podem ser Uteis como abordagens
terapéuticas em Odontologia. Principalmente quando notamos que ndo erradicou-se
totalmente os E. faecalis do interior do canal radicular das hemissecgOes avaliadas neste
estudo.

Um ensaio de Fase I / 1l randomizado, duplo-cego, em pacientes com otite cronica
causada por P. aeruginosa resistente a antibidticos, foi realizado por Wright e
colaboradores em 2009. Os pacientes participantes do estudo foram tratados com dose
unica de coquetel de fago (compreendendo seis fagos de P. aeruginosa diferentes) ou
placebo. Como desfecho ndo se observou nenhum evento adverso que estivesse
relacionado ao tratamento, e as medidas de conclusdo clinica foram favoraveis (WRIGHT
et al., 2009).

Em outro estudo dirigido por Gelman e colaboradores (2018) realizado em um
modelo de camundongos, na qual dois bacteriofagos liticos foram usados com objetivo
de avaliar o efeito da terapéutica com fagos, face a peritonite séptica grave, causada por
E. faecalis resistente a vancomicina. No ensaio, ap6s o tratamento com o coquetel de
bacteriofago ou com a terapia dupla (bacteri6fago e antibidtico), as bactérias se
mantiveram suscetiveis aos bacteriofagos e também aos antibidticos.

Quando inimeras cepas bacterianas podem se apresentar associadas em doencas,
0 emprego de coquetéis de fago é considerado apropriado em relacéo a preparagdes de
fago Unico, em intervencdes terapéuticas (KHALIFA et al., 2018). Justificando também
0 uso de coquetéis, Gelman e colaboradores (2018) reforcam que seu uso aumenta a
eficiéncia antibacteriana controlando a aceleragdo de mutagdes de resisténcia a
bacteriofagos, além da associacdo de bacteriofagos com um regime antibiotico que
proporciona um efeito benéfico adicional no sucesso do tratamento.

Os fagos liticos, de um modo geral sdo mais indicados para serem usados nas
terapias quando comparados com os fagos temperados (lisogénicos). Os fagos
temperados podem aumentar a viruléncia bacteriana espalhando seus genes, e
demonstram um potencial de morte menor (KROPINSKI, 2006; FARD et al, 2011; LOC
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- CARRILLO et al., 2011). Portanto, determinar a caracterizagdo dos genomas de fago
antes de serem inclusos na terapéutica é muito importante (HANLON, 2012).

Reforgando a teoria da especificidade acima citada, Hanlon (2007) afirma que os
bacteridfagos apresentam especificidade em seu espectro de atividade. Logo, apresentam-
se promissores face a patogenia de microrganismos infecciosos.

Um ensaio envolvendo bacteriofagos liticos contra Staphylococcus aureus
multirresistente, Enterococcus faecalis e Escherichia coli isolados de infecgOes
associadas a implantes ortopédicos que apontam padrdes de multirresisténcia aos
antibioticos usados com mais frequéncia em ambientes clinicos, foi desenvolvido por
Barros e colaboradores (2019). Neste estudo, foi avaliada a capacidade dos bacteriéfagos
vB_SauM_LM12, vB_EfaS LM99 e vB_EcoM_JB75 de infectar isolados clinicos de S.
aureus, E. faecalis e E. coli, respectivamente (Barros et al., 2019). O resultado deste
ensaio demonstrou que os bacteriéfagos apresentaram grande eficacia e especificidade
para infectar e diminuir o nimero de bactérias clinicas, inclusive o S. aureus, que
apresenta resisténcia a meticilina e enterococos resistentes a vancomicina.

Realcando e reforgando o ensaio anterior, sabemos que o E. faecalis apresenta
resisténcia a muitos antibiéticos, como penicilina, ampicilina, piperacilina, imipenem e
vancomicina — 0s quais apresentam somente efeitos bacteriostaticos e ndo bactericidas
(Kristich et al., 2014). O E. faecalis e outros enterococos resistentes também a
vancomicina (VRE) vem gerando muita preocupagdo (BOLOCAN et al., 2019) nos dias
de hoje.

Outro exemplo no qual podemos embasar a utilizacdo da terapia fagica e pensar
no seu uso como op¢do aos antibidticos, foi relatado por Letkiewicz e colaboradores
(2009), onde trés pacientes se encontravam sob tratamento para prostatite bacteriana
cronica. Até entdo as terapias as quais os pacientes haviam sido submetidos ndo tinham
apresentado sucesso. Através de um protocolo de terapia fagica experimental
administrado na Unidade de Terapia Fagica em Wroclaw, foi realizada a aplicag&o retal
de 10 mL de lisado de fago, duas vezes ao dia, por 30 dias contra E. faecalis cultivado a
partir do fluido prostatico. Em todos os pacientes houve a erradicacdo do patogeno, além
da reducéo dos sintomas e ndo foi constatada a recorréncia precoce da doenga.

Para o uso eficaz da terapia fagica é necessario ter um diagnostico preciso do

patogeno infectante, e ter certeza de que este patogeno é suscetivel ao bacteriofago que
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estd sendo usado. Porém, isso ndo quer dizer que a resisténcia ndao surja no uso de
bacteriofagos (HANLON, 2012).

Grande parte das células podem se apresentar sensiveis a um bacteriéfago
especifico, ainda assim algumas células mutantes terdo caracteristicas alteradas e podem
ndo responder ao fago utilizado. Este € um argumento a favor do uso de coquetéis de fago,
defendido por Hanlon (2012) e reforcado por Theuretzbacher (2012) por considerar que
estes tem potencial mais amplo de desempenhar um papel importante na minimizagéo da
resisténcia.

Uma das amostras analisadas em MEV do Grupo 3 (Teste), mostrou-se com uma
grande quantidade de bactérias, justificando a importancia de novos estudos sobre
bacteriéfagos e sua acdo dentro da Endodontia.

Em estudo realizado por Haapasalo & Orstavik (1987) com microscopia eletronica
de varredura e de luz registrou a presenca de bactérias nos tibulos dentinarios de todos
o0s blocos inspecionados no grupo controle utilizados no seu estudo, ainda assim, notou-
se que uma pequena porcentagem de tabulos dentinarios apresentava-se infectada.

Em 1994, em estudo mais recente, SafaviKE et al (1994) relataram que a
inativacdo de microrganismos e a cicatrizacdo dos tecidos ocorresse € necessario que a
eficiéncia do hidrdxido de célcio esteja relacionada de forma direta a dissociacdo em ions
calcio e hidroxila, isso porque, os ions de hidroxila irdo inativar o lipopolissacarideo
bacteriano negativo (LPS) e se difundir nos tubulos dentinarios.

Assim, como notamos na amostra correspondente ao Controle Positivo, a presenca
de E. faecalis foi vista em sua extensao total, inclusive na regido de tabulos dentinarios.
Areas que ainda nio conseguimos eliminar de forma segura o biofilme bacteriano
presente.

Para que ocorra a inativagdo de microrganismos e a cicatrizacdo dos tecidos é
necessario que a eficiéncia do hidréxido de calcio esteja relacionada de forma direta a
dissociacdo em ions célcio e hidroxila (Saez et al., 2017). Os ions de hidroxila irdo
inativar o lipopolissacarideo bacteriano negativo (LPS) e se difundir nos tabulos
dentinarios (SafaviKE et al, 1994; Zmener, 2007) ou no forame apical para alcancar os
tecidos circundantes, canais secundarios e acessorios (Zmener, 2007), sendo a regido do
forame apical o local mais eficaz (HOSOYA et al., 2001).

A inativagdo promovida pelo hidroxido de calcio permite que ele alcance regides

contaminadas por microrganismos, areas que apresentam reabsorcdo radicular e até
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mesmo em tecidos circunvizinhos, proporcionando sua acgdo antimicrobiana e
antirreabsortiva (ZMENER, 2007).

Pereira e colaboradores (2018) desenvolveram um estudo sobre a capacidade de
descontaminacdo intratubular e propriedades fisico-quimicas de pastas de hidréxido de
calcio e posterior avaliacdo em microscopia confocal de varredura a laser. Todas as
amostras diminuiram a contaminacéo intra-dentinaria, especialmente a pasta de hidréxido
de célcio com clorexidina e paramonoclorofenol canforado, apresentando como
conclusdo do estudo que os veiculos e aditivos testados podem aumentar o efeito
antimicrobiano do hidroxido de calcio.

Conforme cita Paisano (2008), eliminar as bactérias que se apresentam no interior
do tdbulos dentinarios é uma preocupacdo atual especialmente nos casos em que ndo
obtemos sucesso com o tratamento endodontico.

Como uma possivel solucao futura, os bacteriéfagos apresentaram acao sobre as
bactérias de E. faecalis ndo somente na extensao do canal principal, mas também sobre
as bactérias no interior dos tubulos dentinarios. Por serem regiGes que ndo conseguimos
chegar com instrumentos endodonticos para realizar o desbridamento, e a acdo dos
irrigantes utilizados durante o preparo do canal radicular também fica limitada, tornando
esta opcao bastante promissora.

A bioluminescéncia analisada neste estudo, ocorre através de uma rea¢do quimica,
em que a luz visivel é gerada por um organismo vivo. Para que ocorra a producdo de luz
todas as bactérias luminosas conhecidas utilizam a mesma rea¢do enzimatica, que é
baseada na luciferase bacteriana (ROBERTSON et al., 2011).

Ao contrério da bioluminescéncia, a fluorescéncia ¢ quando substancias irdo
emitir luz. A luz é emitida em um comprimento de onda mais longo, e absorvida em um
comprimento de onda mais curto (JIA, IONESCU, 2015).

Compostos porfirinicos irdo dar origem a fluorescéncia vermelha. Alguns
microrganismos que se encontram nos biofilmes tem a capacidade de sintetizar 0s
compostos porfirinicos (LEE et al., 2018). O E. faecalis ndo se encontra neste grupo de
microrganismos, porque ndo conseguem sintetizar as porfirinas, consequentemente ndo
irdo gerar fluorescéncia sendo necessario o uso de fluoréforos para que possam ser
detectados e visualizados (FRANKENBERG et al., 2002).

Quando da presenca de E. faecalis no grupo Controle Positivo o fluoroforo Qubit

emitiu bioluminescéncia em toda a extensdo do canal radicular hemissecionado. Desta
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forma, proteinas fluorescentes vem se tornando mais presentes nas pesquisas, por
apresentarem alta sensibilidade (NOGALES et al., 2014). O fenébmeno de
autofluorescéncia é causado por metabolitos bacterianos. A concentragdo de porfirinas
em bactérias orais Gram-negativas € alta, indicando que a luz vermelha quando observada
é produzida por biofilmes maduros e patogénicos. Conforme a maturacao do biofilme e
sua patogenicidade a luz vermelha se intensifica tambem (COULTHWAITE et al., 2007).

Frente a utilizacdo de bacteriéfagos em uma das hemisseccbes a concentracdo
bioluminescente diminuiu proporcionalmente a concentracdo de bactérias ainda presentes
nesta hemissecdo. O Qubit Protein, apresentou-se capaz de delimitar precisamente a
regido correspondente a area contaminada por E. faecalis.

De forma geral, os achados deste estudo séo relevantes, por fornecer informagdes
pertinentes ao tratamento do biofilme endodontico, os quais podem comprometer o
sucesso do tratamento, seja quando presente, quando ndo removidos de forma adequada,
frente a infeccBes persistentes, primarias ou secundarias, e principalmente quando temos

E. faecalis presente neste contexto.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS DO ESTUDO

Este estudo nos mostra que estamos no caminho correto para dar continuidade a
esta pesquisa, utilizando um nimero de amostras maiores e associando o fator tempo ao
caldo de fagos em contato com os dentes das amostras, buscando verificar se este em
maior contato com os E. faecalis interfere positivamente levando a uma maior lise
bacteriana ou a sua total erradicacao.

Poderiamos pensar como solugdes futuras, a utilizacdo de bacteriéfagos
associados a algum veiculo como por exemplo o proprio hidroxido de célcio, que tem por
objetivo estabelecer um pH alcalino no interior do canal radicular (aproximadamente pH
12.5), onde grande parte dos microrganismos nao conseguem sobreviver. A sua
penetrabilidade nos tubulos dentinarios € baixa, favorecendo a permanéncia de bactérias
(Gomes BP et al., 2006), entretanto, com a presenca de bacteriofagos esta caracteristica
poderia ser melhor desempenhada, e através de estudos futuros mostrar-se com uma
penetrabilidade dentinaria positiva.

Mesmo apresentando grande valor como medicacdo intracanal na endodontia, o

hidroxido de célcio também apresenta algumas limitacGes em relacdo ao seu espectro
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antibacteriano, apresentando efeito limitado sobre alguns microrganismos da microflora
endodéntica, como € o caso do E. Faecalis (Siqueira & Lopes, 1999).

Unir os pontos positivos de cada terapia, tanto da medicagdo intracanal (hidroxido
de célcio) quanto da terapia com fagos, buscando erradicar da melhor maneira as bactérias
presentes no canal radicular e nos tubulos dentinarios, principalmente sobre o E. faecalis.

Este estudo abre caminho para que possamos pensar inicialmente em desenvolver
pesquisas que correlacionem o uso da pasta de hidroxido de célcio em associagcdo com 0s
bacteriéfagos, ponto central desta dissertacdo, verificando se assim possa haver um
aumento das propriedades destas ferramentas frente a resisténcia do E. faecalis.

Em uma revisdo sistematica, publicada no ano de 2014 a respeito do uso de
Clorexidina associado com hidréxido de célcio, mostrou que a mistura de ambas nédo
melhora a propriedade antibacteriana do hidroxido de calcio como medicamento contra o
E. faecalis (SAATCHI et al, 2014).

Da mesma forma, mais estudos que envolvam medicac@es intracanais, como 0
hidréxido de célcio, com ou sem associa¢fes necessitam ser realizados, ou até mesmo
buscar alternativas substitutivas ou complementares a estas medicagdes intracanal, como
€ 0 caso dos bacteridfagos, para atuar frente a resisténcia do E. faecalis em relacéo a pasta
antimicrobiana de hidréxido de célcio e frente a sua permanéncia em canais infectados.

Também pensar em solugdes de irrigacdo que apresentem em sua composicao
composto de bacteriéfagos especificos ou combinados para determinadas cepas
bacterianas, tanto as que apresentam maior resisténcia durante o tratamento quanto as que
apresentam maior viruléncia. Da mesma forma, propagar a ideia de utilizacao de irrigacdo
com composicdo de fagos especificos ou compostos, para realizacdo de protocolos de
irrigacdo ultrassénica passiva (PUI), com o objetivo de realizar uma melhor sanificacéo
do sistema de canais radiculares.

A eficécia de limpeza do PUI implica na remocéo efetiva de restos de dentina,
microrganismos (planctdnicos ou em biofilme) e tecido organico do canal radicular.
Quando foi introduzido pela primeira vez, o termo ‘Passivo’ relacionou-Se a acdo nédo
cortante do mesmo (VAN DER SLUIS et al., 2007).

A terapia fagica nos permite explorar maltiplas areas e a buscar associacGes de
técnicas como a microscopia de luz (fluorescéncia), que vem se tornando um

procedimento para contagem de particulas de virus, principalmente em bacteriofagos
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(WEINBAUER, 2004; WINTER et al., 2004; WILLIAMSON et al., 2005; FILIPPINI et
al., 2006).

Através do crescente aumento de informacGes disponiveis e acessiveis sobre as
aplicagOes terapéuticas mais antigas em todo o mundo em relacdo aos fagos; das
aprovacOes para uso em relacdo a seguranca alimentar; os primeiros testes modernos de
eficacia em humanos ocidentais; a terapia fagica parece estar sendo bem encaminhada
(LU et al., 2011) abrindo portas para que novas possibilidades sejam exploradas ao uso
dos fagos na Odontologia e principalmente na Endodontia.

Uma solucéo futura possivel que deve ser mais estudada e vem sendo abordada
ao decorrer do texto, diz respeito a coquetéis de fagos. Estes podem compreender uma
série de bacteri6fagos diferentes que seriam empregados para ampliar o estudo da terapia
fagica, inclusive associados a outros grupos de bactérias que infectam o sistema de canais
radiculares.

Estudos em relacdo a novos farmacos e/ou protocolos combinados ou associados
devem ainda ser impulsionados objetivando o incentivo a novas formas de atuagéo frente
a microrganismos patogénicos presentes nas patologias endodoénticas, devido a
pluralidade das culturas microbianas.

A utilizacdo de fagos dentro da odontologia, principalmente na Endodontia
através da irrigacdo e medicacdo dos canais parece propicio (Lazavera et al., 2001).
Conforme Lazavera et al. (2001), colutdrios a base de suspens@es de fagos poderiam ser
utilizados durante procedimentos cirdrgicos prevenindo infeccdes.

Células com defeitos graves sofrem morte celular programada (PCD). Em outras
palavras, os antibioticos ndo matam as células, mas causam danos que desencadeiam o
seu suicidio (LEWIS, 2001). Através desta afirmacdo de Lewis (2001), poderiamos
pensar em mecanismos que fizessem com que os fagos levassem as células do biofilme a
desenvolver defeitos nelas mesmas, acelerando e levando a sua propria morte.

Apesar das limitacbes dos bacteriofagos, temos informacdes suficientes e
publicadas para comprovar que a terapia com fagos tem um grande potencial de beneficio
terapéutico (HANLON, 2012).

Para que seja possivel desenvolver técnicas que possam ser utilizadas frente a
bactérias capazes de se tornarem resistentes & medicamentos, refratarias a agdo dos

antibioticos. A eficacia in vitro necessita ser testada para que futuramente possamos
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idealizar o mesmo modelo in vivo, a fim de ganhar confianca para o desenvolvimento
clinico.

No entanto, temos que ainda ter em mente que desenvolver bacteriéfagos nédo é
uma tarefa facil, especialmente desenvolver um bacteriéfago altamente purificado,
geneticamente definido, virulento, de amplo espectro e ndo transdutor, e que seja
apropriado para uso terapéutico (HANLON, 2012).

Vencer as barreiras a respeito dos bacteriéfagos para que sejam cada vez mais e
estudados como agentes terapéuticos, se faz necessario (LU et al., 2011). Segundo Lu et
al. (2011) espera-se que haja uma injecdo de mais financiamento para seu
desenvolvimento, através de estudos laboratoriais e clinicos, para que seja possivel sua
utilizacdo e comercializagdo segura, possibilitando abranger mais areas da salde, para

que possam ser resolvidas ou amenizadas através da terapia fagica.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Estratégias que possibilitem a desinfec¢do do sistema de canais radiculares através
do tratamento endoddntico com auxilio de mecanismos terapéuticos ainda se faz
necessario, principalmente quando associamos o fato de que algumas espécies bacterianas
se correlacionam com o insucesso, principalmente o E. faecalis.

O aumento dos casos infecciosos relacionadas a cepas bacterianas resistentes a
antibidticos e formag&o de biofilme, associados a medidas convencionais de utilizacéo de
antimicrobianos de forma desenfreada, demandam que se desenvolvam técnicas e
estratégias alternativas.

Muitas questdes ainda sobre fagos necessitam ser abordadas para que possamos
produzir terapias eficientes e seguras além das condicdes laboratoriais (NAKONIECZNA
etal., 2015).

E importante também que técnicas alternativas sejam estudadas e avaliadas de
forma gradual frente a bactérias capazes de se tornarem resistentes a medicamentos,
tornando-se estas opg¢es futuras e eficientes para uso seguro em pacientes, Como € 0 caso
da terapia fagica, que esta novamente ganhando espaco como uma opc¢do viavel de
tratamento.

Se faz necessério atualmente ter mais cautela na administracdo e indicacdo da

terapia antibidtica, devido a sua resisténcia adquirida ao longo dos anos, para que ainda
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possamos ter opcdes alternativas em relacdo ao seu uso para combater infec¢bes que
venham a se apresentar.

Com este estudo pretendemos delinear uma alternativa de agéo frente ao biofilme
endoddntico, substitutiva e/ou complementar a acdo de antimicrobianos, estudando e

buscando entender melhor o funcionamento do biofilme endodéntico e dos fagos.
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